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ВВЕДЕНИЕ 


Последние данные исследований жизненных процессов, заставляют ду- 
мать, что главную роль в них играют ферменты. Жизнь — это стройное те- 
чение многих тысяч химических реакций, направление и скорость которых 
определяют специфические катализаторы, свойственные исключительно 
живым организмам. Название катализаторов энзимы происходит от греческих 
слов еп зуте, т.е. „в дрожжах“, Это название ввел в 1878 году КаВпе для того, 
чтобы разграничить два, по его мнению, разных понятия: более широкое — 
катализатор, т.е. вещество, производимое разными клетками, от более узкого 
понятия фермент, т.е. вещество, принимающее участие в механизме спирто- 
вого брожения. 

Первоначально слово фермент относилось к термолабильному веществу 
диастазе, изолированной при осаждении спиртом солодового экстракта (1). 
Это вещество осахаривало крахмал. 

КисЁБой (1814) (2), наблюдавший этот процесс раньше, назвал указанное 
вещество амилазой. С тех пор названия ферментам дают по названию веществ, 
с которыми они взаимодействуют. К названию субстрата ферментативной 
реакции прибавляют окончание — аза. 

Ферменты, как правило, отличаются термолабильностью. Они также 
чувствительны к влияниям кислот, щелочей, органических растворителей 
и ионов тяжелых металлов. Растяжение растворов ферментов в тонкие плёнки 
(например при вспенивании раствора) вызывает потерю ферментативной 
активности. 

Эти свойства отличают ферменты от других компонентов живых клеток. 
Свойства ферментов, выявленные при очистке, указывают на их белковую 
природу. 

Изучение химического строения компонентов живой материи выявило 
еще одно важное свойство ферментов — их специфичность. ЕшИ ЕйзсКег (3) 
в 1894 году сравнил это свойство с замком и подходящим к нему ключем. 
Фермент активен только по отношению к одному, определенному веществу. 
Если существуют пространственные изомеры этого вещества (например опти- 
ческие), то он проявляет активность только по отношению к одному из них. 
В этом заключается основная разница между простыми катализаторами и био- 
катализаторами. 

Прогресс современьой энзимологии является результатом большого ком- 
плекса работ по изолированию, очистке и определению химического строения 
ферментов. Систематическую очистку ферментов начал \/Изнег (1922) (4), 
применявший для этой цели абсорбционные методы. Получение Зитанег 
(1926) (5) кристаллической уреазы было большим достижением в области очи- 
стки ферментов. Кристаллизация протеолитических ферментов из пищевари- 

тельных соков: пепсина (6), трипсина и химотрипсина (7), осуществленная Мог- 
гор и сотр. в тридцатых годах, создала возможность изучать химическую 
структуру чистых биокатализаторов. Первые нызис = ферменты были полу- 
чены в кристаллической форме в 1937 году Зитпег и Роцпсе (каталаза печени) 
и Вагапо\з (7а, 8) (альдолаза и глицеральдегидфосфатдегидрогеназа кро- 
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личьей мышщы). Фракционирование белков хроматографическими и электро- 
форетическими методами позволило изолировать гомогенные вещества, что 
значительно повысило точность химической идентификации ферментов. 
История исследований механизма каталитической активности коротка 
но знаменательна. Необходимость присутствия в системе низкомолекулярного, 
термостабильного соединения доказал еще в 1906 году Нагдеп-Уоцпе, при 
изучении спиртового брожения (9). Изолирование из очищенного желтого 
фермента лактофлавинфосфорной кислоты (\/агбиге и Сы1$Чап, 10), и восста- 
новление ферментативной активности неактивного фермента путем добавле- 
ния упомянутого соединения (\У/агиге и СЬ1з Нап, 1933 год) положили основу 
исследованиям в области связи между химическим строением ферментов 
и их каталитической активностью. Были введены понятия апофермента 
и кофермента. Неаминокислотная или простетическая группа каталитически 
активного белка часто обусловливает каталитическую активность. Большинство 
простетических групи ферментов оказались тождественными или весьма 
близкими витаминам. Это пролило свет на роль витаминов в организме. 
Большое значение для понимания механизма ферментативного катализа 
имеют исследования кинетики ферментативных реакций, начало которым 
было положено МасБае!з$ и Мешмеп (11) в 1913 году. Классическое понятие 
катализатора, установленное О№уа!4, нуждалось в пересмотре. Путем 
анализа кинетики ферментативных реакций было доказано существование 
промежуточного комплекса фермент-субстрат. В последнее время удалось 
в немногих случаях изолировать и идентифицировать промежуточный ком- 
плекс. Химическими методами было доказано наличие каталитических центров 
в ферментах. Изотопная техника позволила пометить в молекуле фермента 
участки, в которых протекает активация субстрата реакции. Методы разделе- 
ния белков стали в настоящее время настолько тонкими, что с их помощью 
удается дифференцировать ферменты с одинаковой активностью, но с не- 
болышими различиями в химическом строении. Благодаря этим методам 
удалось обнаружить изоферменты (16а), т.е. ферменты различные по струк- 
туре, но катализирующие одни и те же реакции в разных тканях. 
Изучение роли ферментов в настоящее время охватило также вопросы ге- 
нетики. Работы в области биохимической генетики, начатые Веа@е и 'Тапил (12) 
и блестяще развернутые современными биохимиками-генетиками, выяснили 
отношение генов к метаболизму. Была создана теория, известная под назва- 
нием „один ген — один фермент“. Согласно этой теории, биосинтез индиви- 
дуальных ферментов обусловлен наличием определенных генов в наследствен- 
ном веществе. Процессы передачи наследственных признаков при сохранении 
вида происходят с участием генов, инструментом которых служат ферменты. 
Эта теория объяснила сущность патологических состояний, которые можно 
рассматривать, как генетически обусловленные ферментные дефекты мета- 
болизма. Наряду с использованием определения ферментативной активности 
для нужд диагностики, это является важнейшим достижением науки © фер- 
ментах. 


ТАРЕО$7 ВАКАКОЗКТ 

















ПЕРВАЯ ЧАСТЬ 


ОБЩИЕ СВЕДЕНИЯ ИЗ ОБЛАСТИ ХИМИИ 
ТаАРЕО$7 ВАКАМОТЗКТ 


ФЕРМЕНТЫ 


ХИМИЧЕСКОЕ СТРОЕНИЕ ФЕРМЕНТОВ 
БЕЛКОВЫЕ СВОЙСТВА ФЕРМЕНТОВ 


Все обнаруженные до сих пор и изученные в физико-химическом отношении 
ферменты оказались белками. Основным их признаком является большая 
молекулярная масса. В химическом отношении они представляют собою 
полипептидные цепи, состоящие из аминокислот, соединенных пептидной 
связью. Таким образом ферменты являются линейными полимерами амино- 
кислот. 

В большинстве ферментов были обнаружены неаминокислотные группы: 
сахара, нуклеотиды или пигменты. Они образуют т.н. простетические группы 
белков, преимущественно связанные с каталитическими свойствами фермен- 
тов. Как правило, простетические группы представляют собой низкомо- 
лекулярные соединения, составляющие ничтожную долю массы молекулы 
белка. В последнее время было доказано, что в состав молекулы фермента 
входят также металлы, стабилизирующие белковые структуры. 

Молекулярная масса ферментов. Наука располагает довольно боль- 
шим числом очищенных и изученных в физико-химическом отношении фер- 
ментов. Особенно хорошо изучены такие свойства ферментов, как моле- 
кулярная масса, форма молекулы, вязкость растворов и степень гидратации. 
Главным источником этих данных являются гидродинамические исследо- 
вания и исследования оптических свойств растворов. 

Молекулярная масса ферментов определяется по большей части путем 
измерения константы седиментации и константы диффузии. Основным обо- 
рудованием для этой цели является ультрацентрифуга (13) и диффузионная 
камера с оптическим прибором для регистрации хода диффузии. Под влия- 
нием скоростного центрифугирования (ускорения порядка нескольких сот 
тысяч 8) молекулы белка в растворе осаждаются в поле центробежной силы 
с определенной скоростью, которая зависит от молекулярной массы и формы 
белковых молекул. Каждый род молекул характеризуется коэффициентом 
седиментации, т.е. скоростью продвижения молекул в поле центробежного 
ускорения, равном единице. Экстраполируя а седиментации, 
полученные при центрифугировании растворов белка разной концентрации, 
до бесконечно большого разведения (для мы ии растворителя), 
получают константу седиментации, выраженную в $ (Зуе@Бете). Молекулярная 
масса вычисляется по формуле: 











где В газовая константа, Т — абсолютная темперагура, В константа 
диффузии, г — плотность растворителя, Ь — парциальный ‘удельный объем 
белка. Можно тэкже определить молекулярную массу путем достижения 
равновесия между седиментацией белковых молекул и процессом их диффузии, 


противодействующим седиментации. 


Таблица 1 


Молекулярные массы некоторых ферментов 


РИбОНУКЛСеаВА › . ге ее. 12700 
Мурамидаза яичного белка (лизоцим). ....... 17000 
ВЕНЕ Е ах ПАЯЕА "в 20700 
Химотричсин-В- у ааа ке ререеветунт ая 22500 
В-химотрипсин . . еее еее ен 23000 
ВСН а и. 23800 
Карбонатангидратаза ... еее. 30000 
Карбоксипентидаза .. еее... 34300 
Пепсин. коре р те иене иСЬЕ жсе 34500 
ПЕБОКОЯ 832 ХО а нь. 40000 
Реннин (сычужный фермент) ..........- 40000 
&-амилаза поджелудочной железы ......... 45000 
Дезоксирибонуклеаза Г. ен. 63000 
Пирофосфатаза . ......... ние 63000 
Чосфопируватгидратаза дрожжей ......... 64000 
Изоцитратдегидрогеназа миокарда ......... 64000 
Липоамиддегидрогеназа (сердце свиньи). ...... 81000 
Креатинин-фосфокиназа ............. Е 81000 
Алкогольдегидрогеназа печени .......... 84000 
Гексокиназа дрожжей. .... еее. 96000 
Лактатдегидрогеназа сердца... ......... 135000 
Глицеральдегидфосфатдегидрогеназа (мьшщца кролика) 137000 
Альдолаза кроличьей мышцы ........... 150000 
Альдоляввнечени г ольги Е, 160000 
ЕВ СОА ОЕ В акс А реа + 204000 
Каталаза лошадиной печени. ........... 225000 
Каталаза бактерий ......... 37 232000 
Пируватфосфокиназа и... .. 232000 
Глюканфосфорилаза печени. ........... 237000 
Глюканфосфорилаза 6 мышцы .......... 242000 
Каталаза воловьей печени. ............ 248000 
Ксантиноксидаза молока. ............. 290000 
Уреаза из соевой муки... 1... .... 480000 
Глюканфосфорилаза а мышцы .......... 495000 
Аденозинтрифосфатаза (миозин)........., 650000 
Т-глутаматдегидрогеназа 1000000 


Большинство определений молекулярной массы ферментов основано на 
седиментационных методах, о которых было сказано выше. Молекулярные 
массы некоторых ферментов представлены в таблице 1. 

Как видно из таблицы, молекулярные массы находятся в пределах от 
10000 до миллиона. Многомиллионные массы свойственны т.н. комплексным 
ферментам (например, пируватоксидаза). 

Ферменты с высокими молекулярными массами часто состоят из подъеди- 
ниц с массой равной половине или четверти основной массы. Это свойство 
является общим и для белков лишенных ферментных свойств. В строении 
макромолекул участвуют подъединицы, жа которых обычно не превышает 

лее, чем из 150 аминокислот. Число 
подъединиц равно количеству индивидуальных пептидных цепей, длина 
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‚ благодаря у 

Подъединицы соединены слабыми химическими связями, мы и 

они легко диссоциируют. Это явление часто обр. › так что ь : 

фермента находятся в равновесии. Их можно обнаружить» нанеиень ыы 
ь : бцы“ опти- 

ультрацентрифугировании, когда они образуют отдельные ›3У 

ческой записи. ватфос- 

Примером диссоциацич фермента на две равные части является пиру: а 
фокиназа в концентрированном растворе мочевины (14). Другим прим р - 
может быть &-химотрипсин, встречающийся главным образом в виде ди 
мера, диссоциирующего по мере разбавления. 

Число пептидных цепей в № белка определяется по методу Запзег а 
Этот метод состоит в прибавлении к слабощелочному раствору белка 1-фтор-2, 
динитробензола (ДНФ). Свободные аминовые группы реагируют с этим 
соединением, образуя соответствующие динитробензолдериваты (днНФ — 
дериваты) тех аминокислот, к которым принадлежат эти аминовые группы. 
Ввиду того, что в пептидной цепи всегда имеется свободная аминовая группа 
на одном конце пептидной цепи (кроме свободных г=-аминовых групи 
лизина), можно этим способом определить концевую аминокислоту цепи, 
а также число концевых аминокислот со свободной аминовой группой. После 
воздействия ДНФ белок гидролизируют и аминокислоты разделяют хрома- 
тографически. Дериваты ДНФ имеют желтый цвет и занимают определенное 
место в хроматограмме. 

Большинство ферментов, исследованых на содержание концевой группы» 
оказалось одиночной пептидной цепью. Таковы пепсин, трипсин и папаин. 
Кристаллическая @&-амилаза, рибонуклеаза лизоцим и карбоксипептидаза 
также обладают только одной М-концевой группой. С другой стороны, 
@-химозин и альдолаза из мышц кролика имеют две М-концевые амино- 
кислотные группы, и, соответственно, их молекулы состоят из двух пептид- 
ных цепей. 

Аминокислотный состав ферментов ничем не отличается от такого же 
состава других белков. Как правило, в них встречаются 18 аминокислот 
в разных количественных пропорциях, что нисколько не влияет на их катали- 
тические функции. 

Намного важнее для ферментативной функции последовательность распо- 
ложения аминокислот в пептидной цепи. Одним из важнейших достижений 
современной химии белков стало освоение методов, в значительной степени 
автоматизированных, позволяющих определять последовательность чередова- 
ния аминокислот. Ее считают необходимой для понимания строения и функции 
каталитического центра ферментов. Оказалось, что для этой функции необхо- 
димы только — определенное число и род аминокислот; нет необходимости 
в гом, чтобы они находились в одной и той же пептидной цепи, или рядом (17). 
Необходимо отметить, что уже издавна экспериментальные данные указы- 
вали на то, что только определенная часть молекулы фермента принимает 
участие в собственно каталитической функции. 

Строение белка. Характерной чертой химического строения белка 
является наличие пептидной цепи, состоящей из Г-аминокислот, соеди- 
ненных пептидной связью —СО—МН—. Эта связь образуется из карбоксиль- 
ной и аминовой групп, принадлежащих двум соседним аминокислотам цепи: 

















Аминокислоты, входящие в состав белок, представлены в таблице 2. 
Связь между М и С имеет частично характер двойной связи, благодаря чему 
она является планарной (1,2) т.е. фиксированной в определенной плоскости. 

Имея \апз форму, она позволяет пептидной 
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Пептидные цепи в белках состоят не менее, чем из 
нескольких десятков аминокислот. Их число иногда 
доходит до нескольких сот. Молекула белка может при- 
том содержать одну или несколько пептидных цепей. 

Число и последовательность чередования остатков 
отдельных аминокислот определяют т.н. первичную 
структуру белка (21). 

Так как сама пептидная связь неподвижна, то альфа- 
углерод каждой аминокислоты может свободно вра- 
щаться вокруг своей валентности. Эти части пептидной 
цепи являются гибкими и могут образовывать складки. 
В водном растворе белки часто принимают форму 
хаотически сложенных витков. В естественном или, 
как говорят, нативном состоянии белки представляют 
собой более или менее регулярные пространственные 
системы пептидных цепей. Складчатые структуры пеп- 
тидных цепей укреплены многочисленными слабыми 
химическими связями. Это т.н. водородные связи, ко- 
торые внутримолекулярно связывают между собой кар- 
бонильные > О и аминовые >МН группы, особенно там 


АЕ Га 
26=0...Н........ м 


где эти группы находятся достаточно близко друг от 
друга (около 4,5 А). Пространственная структура пеп- 
тидной цепи называется вторичной структурой 
белка (21). 

Одной из типичных вторичных структур белков яв- 
ляется &-спираль, витки которой фиксированы водо- 
нь связями между группами СО и МН (рис. 1). 

ь в ептидные цепи иногда принимают максимально 

Раб ны ‘чеив  Растянутую форму. Они могут укладываться парал- 

инсулина (Глп4егзиош- ЛеЛЬНО и соединяться водородными связями между 
Та и $ ‚ соседними цепями. 

1959). Тогда образуются слоистые или ковровые структуры 

(рис. 2) из параллельных или пересекающихся пептид- 

ных цепей (18). Такого рода образования встречаются в нерасгворимых 

фибриллярных белках или в белковых осадках. Также одномолекулярные 

слои белка, растянутого силами поверхностного напряжения, характеризу- 

ются ковровым строением. 

Альфа-спираль РацНае и Согеу (19, 20) содержит 3,6 аминокислотных остатков 
на один виток (18 аминокислот на 5 витков), а шаг витка (осевой сдвиг на 
один виток или оборот на 360°) равняется 5,4 А. Спираль вращается вправо 
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Таблица 2 


Аминокислоты, входящие в состав белков 


Характер хими- 




















Название Символ | ческих группиро- Строение боковой цепи 
вок боковой цепи 
Глицин гли гидрофобный —н 
Аланин ала —СН: 
На 
Валин вал —с=< 
СН. 
`Изолейцин илей —СН—СН,—СНз 
| 
СН. 
„СН 
Лейцин лей —сн,—сн<х 
СН, 
Метионин мет —сн,—сн,—5—СН» 
1/2-цистин цис —СН./—$ 
ФФенилаланин фен —СН./—СН, 
—СН, 
Пролин про сн, 
—СН, 
СН 
- о 
Триптофан три гидрофобный ви СН 
| | 
нс с сн 
о“ 
мн с 
н 
Серин сер гидрофильные, —сн,—он 
неионизирующие 
Треонин тре Ты 
он 
Аспарагин асп-МНь —СН,—со—мн, 
Глутамин глу-МНь —СН.—СнН,—Со—мнН, 
—сн» т 
Гидроксипролин гипро снН—он 
др р сн, ы 
Аспарагиновая кислота асп гидрофильные, —сСнН,—соон 
ионизирующие 
Глутаминовая кислота глу —сн—сн—соон 
Цистеин цис-Н —сн,—$Н 
Лизин лиз —(СН,),—мНн, 
Аргинин арг —(СнН‚)—мнН—с—мн, 


























и встречается главным образом в растворимых глобулярных белках. В т 
которых условиях она может выпрямляться вследствие разрыва водородных 
связей (например в концентрированном растворе мочевины, конкурентном 
по отношении к этой связи). Пептидная цепь при этом принимает форму 
хаотического свертка, вторичная структура молекулы разрушается. 

У многих белков большая часть пептидной цепи принимает форму альфа- 
-спирали и образует структуру, напоминающую жесткий, но не сплошной 
цилиндр. Размеры и форма белковых молекул указывают на то, что они 
состоят из ряда отрезков пептидной цепи, свернутых в тесную спираль, впе- 
ремежку с менее тесно свернутыми отрезками, вследствие чего образуются 
складки и изменяется направление самой спирали. Это складки высшего 
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Рис. 2. Ковровое строение белка с параллельными цепями (Раш! ав Г.. и Согеу В. В., 1951). 


порядка. Если в молекуле имется больше одной пептидной цепи, то эти цепи 
находятся в определенном взаимоположении зафиксированном слабыми 
связями. Такие образования из складчатых и спиралеобразных пептидных 
цепей составляют третичную структуру (21). 

Закрепление третичной структуры обусловлено взаимодействием боковых 
цепей, проходящих перпендикулярно к оси пептидной цепи. В результате 
между ними возникает ряд связей, иногда очень стойких. 

Самыми важными связями, фиксирующими третичную структуру являются 
дисульфидные мостики —$—$— между остатками цистеина, т.е. связи ко- 
валентного типа. Их разрыв, например путем восстановления в “Прувоь 
— $ Н— или окисления в группы $О,Н, разрушает стойкость третичной струк- 
туры. Дисульфидные мостики находятся преимущественно между соседними 
пептидными цепями, но они встречаются также и внутримолекулярно, между 
цистеиновыми остатками одной и той же пептидной цепи. Например, У рибо- 
нуклеазы, молекулу которой образует только одна пептидная цепь, состоящая 
из 124 аминокислот, имеются 4 дисульфидных мостика, превращающие и так 
уже свернутые цепи в две большие петли (см. стр. 82). 

Иногда встречается второй тип ковалентной связи — амидная связь 
между лизином и дикарбоновыми аминокислотами. 

Другой связью, соединяющей пептидные цепи друг с другом, является 
координационная связь с ионами металлов. Например, алкогольдегид- 


а 











рогеназа из дрожжей содержит 4 атома цинка, алкогольдегидрогеназа из 
печени — 2. 

Следующим типом связи, способствующим сохранению третичной структу- 
ь ры, является ионная связь. Она обусловлена электростатическим притяже- 
( нием химических групп в боковых цепях, носителей зарядов противополож- 
й ного знака, например, —СОО` и —МН%. Ионная связь характеризуется зна- 
чительным радиусом действия и, при наличии многочисленных, хаотически 
рассеянных зарядов в молекуле белка, может стабилизовать систему пептид- 
ных цепей. Парафиновые боковые цепи связаны друг с другом силами ван дер 
Ваальса, посредством гидрофобных или аполярных связей. Такие связи 
встречаются у аланина, лейцина, изолейцина, валина и фенилаланина, 
как внутри одной и той же цепи, так и между соседними пептидными 
цепями. 

Согласно современным взглядам, первичная структура белка имеет ре- 
шающее значение для образования вторичной и третичной структуры. Иначе 
говоря, очередность и род аминокислот в пептидной цепи определяет способ 
ее скручивания и третичной складчатости, в силу действия химических связей, 
вытекающих из данной очередности аминокислот. Конечно, изменения усло- 
вий, а именно рода растворителя, рН, рода ионов в растворе и их концентрации 
должны влиять на эти связи, а тем самым и на внутреннюю структуру белковой 
молекулы. Следовательно, существует большая пластичность вторичной 
и третичной структур при абсолютной стойкости первичной. Эти факты имеют 
огромное значение для выяснения биологических свойств белков, и в первую 
очередь их каталитической активности. 

Часть геометрической структуры белковой молекулы, которую можно 
изменить, не разрушая ковалентных связей, получила название конформации 
(22). Физические исследования глобулярных белков показали, что стойкие 
конформации, по крайней мере частично, являются жесткими. Целый ряд 
более или менее слабых связей способствует сохранению стойкой конформации 
при конкуренции с молекулами воды, стремлящимися ее нарушить. Однако, 
имеется возможность конформационной изомерии и взаимного перехода 
изомерных конформаций друг в друга, в зависимости от перемен температуры, 
РН и растворителя. 

Изменения конформации встречаются при связывании субстрата с актив- 
ным центром фермента. Внутреннее строение белка является не жестким — 
его скорее можно назвать пластичным. Некоторые области внутренней структу- 
ры молекулы белка отличаются большой конфигурационной свободой, при- 
чем процесс перехода из одной конфигурации в другую протекает с незначи- 
тельными изменениями свободной энергии. Например, связывание кофермента 
НАД фосфоглицеральдегидрогеназой сопровождается изменением опти- 
ческой активности. Также повышенная чувствительность апофермента, ли- 
шенного НАД, к действию протеолитических ферментов свидетельствует об 
изменении конформации. 

Изменения конформации молекулы белка имеют существенное зна- 
чение для ориентации химических групп, образующих каталитический 
центр. КозШапа (23) пытается при помощи этой теории объяснить специ- 
фичность каталитического центра (теория побуждаемой  приспособля- 
емости). 

Из-за недостатка места, в этой главе затронуты только некоторые общие 
аспекты строения белковых молекул. Более подробные сведения читатель 
найдет в монографии „Те Рготешз“ (24) а также в главе Тлодег гота — 
Тап8 и ЗсБетап (25) во втором издании „ТВе Ептушез“, под редакцией 
Воуег, Гагу и МугЬёск. 
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ПРОСТЕТИЧЕСКИЕ ГРУППЫ ФЕРМЕНТОВ 


Лишь неболышое количество ферментов принадлежит к простым белкам, 
т.е. состоит исключительно из аминокислот. К их числу принадлежат рибо- 
нуклеаза, амилаза и альдолаза. Большинство ферментов представляет собой 
сложные белки, т.е. содержит неаминокислотные химические группы, болес 
или менее прочно связанные с пептидной цепью. К этим чужеродным группам 
принадлежат: остаток фосфорной кислоты, группы сахаров, флавины, 
соединения гема, нуклеотиды или группа каротена. Эти группы называются 
простетическими. Часто простетическими группами являются производные 
витаминов. 









Апофермент 





но `3- СН.ОРО, 
нс Г. 
м 


Пиридоксаль - 
5’-восФат 


Рис. 3. Простетическая группа фосфорилазы а из мышцы (Вгоуп и Согь, 1961). 


Связи соединяющие простетические группы с белками, бывают разного 
характера. Преимущественно это ковалентные связи. Так связана фосфорная 
кислота с серином в трипсине, химотрипсине и фосфогликомутазе. Ковалентная 
пептидная связь соединяет г-аминовую группу лизина, входящего в состав 
апофермента, и карбоксильную группу липоиновой кислоты в пируватоксида- 
за. В фосфорилазе а из мышц простетическая группа фосфат, пиридоксала 
(фосфорнокислый эфир витамина В) связана двойной ковалентной связью 
с каждой из 4 белковых подъединиц. Одна связь соединяет формильную 
группу в положении 4 с апофосфорилазой, вторая — ту же группу с =-ами- 
новой группой лизина в апоферменте. 

Простетическая группа, открытая Вагапом$ и сотр. (26) оказалась 
одновременно активной группой фермента (26а). 

Координационные связи также принимают участие в связывании простети- 
ческой группы, преимущественно посредством двухвалентного металла, 
такого как магний, марганец, цинк. В алкогольдегидрогеназе печени эту роль 
выполняет цинк с координационным числом 6. Его участие в присоединении 
простетической группы НАД видно на рис. 4 (27). Цинк связывает НАД 
двумя координационными валентностями, апофермент — другими тремя, 
шестая же связывает субстрат (алкоголь). 

Во многих ферментах координационно связанный металл сам составляет 
иж простетическую группу (металлоферменты), необходимую для каталити- 
ческой функции. Кроме того, предполагают, что ионы двухвалентных ме- 
таллов (Са, п, Со) стабилизуют конформацию молекулы белка. По-видимо- 
му металлы играют эту роль во всех ферментах. 

Более слабые связи, типа сил ван дер Ваальса, а также водородные и ионные 
связи принимают участие в присоединении простетической группы к апофер- 
менту. Примером может быть связывание флавинового кофермента в старом 
желтом дыхательном фермента Варбурга (см. стр. 000), который соединяется 
с апоферментом двумя связями ионного типа и двумя водородными связями. 
Эта группа относительно легко диссоциирует, например при диализе в кислой 
среде. Эта диссоциация обратима, и каталитическая функция восстанавливает- 
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еидом, простети- 
ся. У сукцивнатоксидазы, которая также является флавопротеиду ду белком 


ческая группа связана сильнее, а именно ковалентной связью меж, 
и изоаллоксазиновым ядром кофермента- авляет важную 

Определение химических групи в молекуле фермента предст катазриия 
задачу. Как правило, простетическая группа связана с остетиг 
ческой активностью. Там, где удалось это доказать, говорят о в Е 
ческой группе, как о коферменте и считают, что она составляет част 
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Рис. 4. Простетическая группа алкоголь-дегидрогеназы из печени (ТНеогей, 1961). 


тического центра фермента. Мы часто знаем характер простетической группы, 
но не располагаем доказательствами ее участия в ферментативной деятельности. 
Бывает и наоборот — имеется простетическая группа, составляющая часть 
каталитического центра, которая будучи низкомолекулярным органическим 
соединением или металлом, неуловима при обычных методах анализа. В таких 
случаях требуются особо чувствительные методы, например спектральные. 
Сказанное относится главным образом к определению металлов в фер- 
ментах. 

Число простетических групи обычно совпадает с числом мест, связывающих 
субстрат с ферментом. Примером является связывание НАД печеночной 
алкогольдегидрогеназой (28), которое сопровождается изменением в ультра- 
фиолетовом спектре. На этом основании было установлено, что апофермент 
связывает две молекулы кофермента, следовательно он обладает двумя 
простетическими группами. 

Связывание субстрата можно также определять равновесным диализом (29) 
или центрифугированием апофермента, уравновени 
ферментом, и измерением его концентрации в слое ц 
фермент (30). Таким путем было обнаружено св: 


ной кислотой и другими реактивами для $Н гр: 
некоторых эстераз и пептидаз диизопропилфторф 
количество активных центров в фер 
ных атомов водорода. 

Более подробные данные о строении, 
простетических групи читатель найдет в нтах ( 
являющихся естественными активаторами ферментов. За 











КОФЕРМЕНТЫ 


Активными группами многих ферментов являются коферменты. Это 
органические соединения, преимущественно производные фосфорной кисло- 
ты, нестойко связанные с белком или образующие ковалентно присоединенную 
простетическую группу. Функцией кофермента является участие в катали- 
зируемой реакции, причем в процессах, протекающих ш Ууо количество 
фермента и его химическое строение остаются на вид неизмененными. В дей- 
ствительности, как наблюдается при реакциях, катализируемых изолирован- 
ными, одиночными ферментами, кофермент является одним из субстратов 
ферментативной реакции. При второй сопряженной реакции изменения 
в коферменте протекают в обратном направлении и он воспроизводится в пер- 
воначальной форме. 

Обобщая можно охарактеризовать роль коферментов как переносчиков 
определенных атомов, электронов или химических групи с соответствующего 
донора на соответствующий акцептор. Строение апофермента определяет 
специфичность этой реакции, а строение кофермента — ее тип. 

Переносимыми группами могут быть глюкозильные, ацетилные, метильные 
и другие группы. Может также происходить внутримолекулярный перенос 
протонов или групп ОН (эпимеризация). В таблице 3 представлена класси- 
фикация коферментов по отношению к переносимым химическим группам. 

Пиридиновые коферменты (31, 32). Пиридиновые коферменты явля- 
ются составной частью пиридиновых ферментов и их активной группой. 
Они встречаются главным образом в клеточной цитоплазме (90%) и, в значи- 
тельно менышем количестве, в митохондриях (10%). Пиридиновые кофер- 
менты активируют не меныпе 80 ферментов типа дегидрогеназ, функция 
которых состоит в переносе 2 атомов водорода. В связи с этим они встречаются 
в двух формах — окисленной и восстановленной. 

Было исследовано химическое строение никотинамидадениндинуклеотида, 
‘обозначенного сокращением НАД (прежние названия ДПН+, козимаза, ко- 
дегидраза Т, кофермент Г) и никотинамидадениндинуклеотида фосфата, или 
НАДФ (прежние названия ТИН*, фосфокозимаза, кодегидраза П, кофер- 
мент П). Это названия окисленных форм коферментов. Восстановленные 


формы обозначают НАД . Н, (прежде ДИН - Н) и соответственно НАДФ. Н, 
(прежде ТПН -Н). 
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Таблица 3 



























С С. Витамин, соответ- 
Название кофермента На Переносимая группа ствующий кофер- 
щение менту 
Т. Коферменты оксидоре- 
дуктаз 
Никотинамидаденинди- 
нуклеотид НАД 2нН Ниацинамид 
Никотинамидаденинди- 
нуклеотидфосфат НАДФ 2Н Ниацинамид 
Никотинамидмононуклео- 
тид НМН 2Н Ниацинамид 
Флавинмононуклеотид ФМмНн 2Н Рибофлавин 
Рлавинадениндинуклео- 
тид ФАД 2нН Рибофлавин 
Цитохромы ет = 
Пиридоксальфосфат ПАЛ 2нН Пиридоксаль 
П. Коферменты изомераз 
Пиридоксальфосфат ПАЛ рацемизация Пиридоксаль 
Никотинамидаденинди- 
нуклеотид НАД эпимеризация Ниацинамид 
Восстановленный глута- 
тион изомеризация — 
ПТ. Коферменты лиаз 
Пиридоксальфосфат ПАЛ декарбоксилация Пиридоксаль 
'Тиаминнирофосфат декарбоксилация Тиамин 
Кофермент В:, перемещение карбо- Витамин В: 
ксильной группы 
ТУ. Коферменты трансфераз 
Кофермент А КоА ацильная группа Пантотеновая к-та 
Тетрагидрофолиевая 
кислота КоФ формильная группа Птероилглутаминовая 
кислота 
Аденозилметионин метильная группа (метионин) 
Биотин р Биотин 
Тиаминпирофосфат С.-альдегидная группа | 'Тиамин 
Пиридоксальфосфат ПАЛ аминогруппа Пиридоксаль 
Пиридоксальфосфат ПАЛ глюкозильная группа Пиридоксаль 
ФФосфоаденилильсульфат сульфатная группа а 
Аденозинтрифосфат АТФ фосфатная группа, аде- 
нилильная группа (АМ) — 
Уридиндифосфат УДФ глюкозильные и уро- 
нильные группы — 
Цитидиндифосфат ЦДФ фосфорилхолиновая 
группа а 
У. Коферменты лигаз 
Пиридоксальфосфат ПАЛ присоединяет разные 
| группы Пиридоксаль 


Формулы окисленных форм пиридиновых коферментов приведены выше. 
Это динуклеотиды, состоящие из аденилового и пиридинового нуклеотидов 
(основой которого является никотинамид), соединенных пирофосфатной 
связью. У НАДФ добавочный остаток фосфорной кислоты находится на С 
рибозы, принадлежащей адениннуклеотиду. 2 

При восстановлении пиридиновое ядро коферментов 
водорода. Одновременно четвертичный азот пиридина п 
ную структуру и освобождает граммэквивалент протон 

Восстановление пиридинового ядра НАД и НАДФ 
реакциях сопровождается изменением абсорбционного 


присоединяет 2 атома 
ринимает трехвалент- 
а (водородного иона). 
при ферментативных 
спектра в диапазоне 


2 — Клиническая ферментология 
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340 ми. Окисленные НАД и НАДФ отличаются типичной для пуринового = 


” 
ядра абсорбционной полосой при 260 ми. После восстановления появляется ; 
новый максимум абсорбции при 340 ми. Молярный коэффициент оптической к. 
плотности при этой длине волны относительно велик (2 = 6,22), так, что 
при помощи спектрофотометра можно точно определять очень малые коли- ( 
чества восстановленных пиридиннуклеотидов. 2 


Окислительно-восстановительный потенциал системы НАД/НАД.Н, при 
РН 7 и темп. 25° равняется 0,320 У, системы НАДФ/НАДФ .Н, 36 | 
0,324 У. Е 
Соединение пиридиновых коферментов с апоферментами вызывает изме- Л 
нения в абсорбционном спектре, в его ультрафиолетовой части а также в ха- м 
о 


Восстановление пиридинового ядра коферментов 


рактерном спектре восстановленных коферментов, который показывает 
смещение максимума абсорбции. Одновременно увеличивается интенсивность 
индуцированной флуоресценции, и смещается ее максимум. Благодаря этому 
можно использовать спектральные методы и при исследовании соединений 
между коферментом и апоферментом пиридиновых дегидрогеназ. 
Флавиновые коферменты. Флавиновые коферменты (33, 34) отли- 
чаются желтым цветом. Первым соединением этой группы, полученным 
в чистом виде, был лактофлавин молочной сыворотки. \/’агБиге и СЬизНав 
изолировали из дрожжей катализатор дыхания, названный ими желтым 





дыхательным ферментом, в молекуле которого находился лактофлавин. 2% 
Ферменты подобной структуры (в настоящее время их известно свыше 50) З | 
содержат дериваты лактофлавина в качестве простетической и активной ‚ль 
группы. Они называются флавиноферментамм или флавопротеидами. м 


Простетическими группами флавиновых ферментов являются соединения 
аналогичные нуклеотидам, отсюда название флавиннуклеотидов. Простейший 
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из них, флавинмононуклеотид (ФМН) состоит из лактофлавива, этерифициро- 
ванного фосфорной кислотой. Это соединение называется рибофлавином 
(витамин В,). 

Более сложные простетические группы желтых ферментов имеют форму 
флавинадениндинуклеотида (ФАД). Кофермент этого типа был найден виер- 
вые в почечной оксидазе О-аминокислот. 

Флавиновые нуклеотиды легко восстанавливаются, причем 2 атома водо- 
рода присоединяются к изоаллоксазиновому ядру. После связывания флави- 
новых нуклеотидов с апоферментами смещается максимум абсобрции, распо- 
ложенный при 375 и 450 ми. Соединение флавиновых нуклеотидов с апофер- 
ментом .также тормозит характерную для флавинов желтовато-зеленую флу- 
оресценцию. Одной из причин торможения флуоресценции является образо- 
вание водорной связи между белком и группой МН в 3 положении изоал- 
локсазина. 

Окислительно-восстановительный потенциал флавинмононуклеотида (ФМН) 
равняется 0,190 У, флавинадениндинуклеотида (ФАД) — 0,123 У в фосфат- 
ном буфере при рН 7,0 и темп. 30°С. 

Флавиновые ферменты были детально исследованы по методу флуо- 
ресценции и на основании техники торможения ферментативной актив- 
ности структурными аналогами простетической группы. На освовании 
имеющихся наблюдений считают, что в диафоразе НАДФ. Но. (старом 
желтом ферменте Варбурга) имеется следующая связь между апофермен- 
том и коферментом 
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Рис. 5. Строение НАДФ .Н,-диафоразы („старого“ желтого дыхательного фермента 
ХУагбчгв). 


Иной тип связи был обнаружен у другого флавинового фермента — сукци- 
натоксидазы. Связь между белком и изоаллоксазиновым ядром является 
настолько стойкой, что ее считают ковалентной. 

Тиаминовый кофермент (35, 36). Тиамин был первым витамином, 
полученным в чистом виде (витамин В;). Роль витамина как профермента 
была обнаружена Гобтлапп и Зсвизтег (37), изолировавшими из дрожжей ко- 
карбоксилазу, фактор необходимый для декарбоксилирования пировиноград- 
ной кислоты. Кокарбоксилаза оказалась пирофосфорным эфиром тиамина. 
Тиаминопирофосфорная кислота является примером высоко специфического 
кофермента, так как даже небольшие изменения в структуре вызывают 
полную потерю коферментативной функции. Известен лишь один природный 
кофермент этого типа. 

Механизм катализа тиаминовых ферментов (пируватдекарбоксилаза, транс- 
кетолаза) был исследован в модельной реакции (38) между пируватом и тиа- 
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мином (1). При этом освобождается (РН 8,8) СО, и накапливается промежу- 
точное соединение, обладающее качествами „активного ацетальдегида“ (ТУ), 
Это соединение было получено синтетическим путем. „Активный ацеталь- 
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Но с 
Кокарбоксилаза 


дегид“ реагировал как пировиноградная кислота, или вообще кетокислота, 
но уже без отщепления СОь. Ход активации кетокислоты, вероятно про- 
исходящий в ферментативных реакциях, изображает следующая схема: 
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Пирипокоальфосфат. Этот кофермент входит в состав болышой и весьма 
а р по ии группы ферментов (39). В неё находят например 
разы, декарбоксилазы аминокислот, рацемазы аминокислот, ряд 
р ево, фосфорилаза и другие. Активной группой является 
пиридоксаль-5-фосфат, очень распространенное соединение, вхо- 


дящее в состав каждой клетки. Пи 
м ридоксальфосфат встречается в форме 
пиридоксальфосфатных протеидов или ея # — 
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ы 2 ен- 

Важной реакцией пиридоксаля и пиридоксальфосфата является конд % 
сация с аминогруппами аминокислот и аминов. При этом образуется основани 
ЗсЫЯ или соединение азометанового тина: 


ни СН,ОРОЗН, 


но 
М 
Основание ЗсЫЙ 


Согласно теории Браунштейна (40) ферментативное превращение амино- 
кислот в кетокислоты, катализируемое пиридоксальфосфатными ферментами 
(Г), состоит в образовании промежуточного соединения азометинового тина — 


пиридоксилидена (П), который легко переходит в таутомерную форму (ПТ), 
как видно на схеме; 
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Таким образом активируется химическая связь у альфа-углерода субстрата, 
что проявляется в реакциях переаминирования и декарбоксилирования амино- 
кислот. Связи у углеродов-бета и гамма могут также активироваться в зависи- 
мости от специфичности апофермента. 

и? Кофермент А (41). Кофермент А был открыт во время работ по биологи- 
ри ческому ацетилированию. Этим объясняется его название (сокращение Ко. А). 
Я О том, что он биологически необходим свидетельствуют авитаминозы у жи- 
,%0” вотных, а также его влияние на рост дрожжей и бактерий. Эти опыты дока- 
р) 7 зали необходимость пантотеновой кислоты, входящей в состав кофермента А. 
г Это дипептид, ( +)-«,у-дигидрокси-ВВ-диметил-бутилил-В-аланин. 
Биологически активная форма пантотеновой кислоты представляет собой 
весьма сложное соединение. Его структуру изображает следующая формула, 
в которой обозначены отдельные компоненты соединения. 
Тупеп и сотр. (42) доказали тождественность ацетильной п 
с постулированным в промежуточном обмене активным дв 
ментом, или „активным ацетатом“. Оказалось, 


роизводной Код 
ууглеродным фраг- 
что в реакциях биологического 
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Кофермент А (КоА) 


ацетилирования, кроме фермента (трансфераза), принимает участие КоА, 
являющийся носителем ацетиловой группы. Функция КоА не ограничивается 
переносом ацетиловой группы, а охватывает широкий диапазон ацильных 
групп. 

Кофермент А обладает свойствами нуклеотида и меркаптана. Его реактивную 
группу составляет тиольная группа ЗН. Именно она играет главную роль 
в биологическом процессе активирования жирных кислот. В присутствии 
соответствующего фермента образуются ацилмеркаптаны или тиолэфиры из 
КоА и жирной кислоты. Общая формула ацилмеркаптанов, подчеркивающая 
участие группы-5Н в активации жирной кислоты, имеет следующий вид: 


Б.СО-5-КоА 


где В.СО-означает ацильную группу любой карбоновой кислоты. Присоеди- 
нение ацильных остатков посредством тиоэфирной связи к КоА сообщает 
жирным кислотам химическую реактивность, так как во время гидролиза 
таких соединений освобождаются большие количества энергии, чем при 
гидролизе простой эфирной связи, как например у глицеридов. Ацилмеркап- 


ангидриду фосфорной кисло- 
отличается высоким коли- 


ргетического соединения АТФ 
я источника энергии, для реакции сочетания жирной кислоты 
с Код. 


Ацилмеркаптаны кофермента А принимают участие в двух основных типах 
реакций: а) реакции ацилирования посредством активируемой наличием 
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кофермента А карбонильной группы; 6) реакции конденсации посредством 
активируемой а-метиловой группы ацил-$-КоА. 


Примером первой реакции является ацилирование сульфонамида или 
холина: 


«/СН, сн 
оз 
а + СН,СО-$—КоА —= сн, СН, СН, + Н$—КоА 
он сн, | Мен, 
сн,со 
Холин Ацетил-кофермент А Ацетилхолин Кофермент А 


Примером реакции второго типа может служить конденсация 2 молекул 
ацетил-5-КоА в ацетоацетил-$-КоА, приводящая в биологических превра- 
щениях жиров к ацетоуксусной кислоте: 


СН, СО—5—КоА : 
+ == СН,СОСН,СО—$—КоА +Н$—КоА 
СН,СО—5—Код 


2 Ацетил-кофермент А — Ацетоацетил-кофермент А Кофермент А 


Другим примером является образование лимонной кислоты путем конден- 
сации между ацетил-5-КоА и щавелевоуксусной кислотой: 


соон соон 
<, т 
ЭС + СН, СО —5—КоА + Н.О =— Нос соо КоА-5Н+Н* 
соо7 {© ое) 
Оксалацетат Ацетил-кофермент А Цитрат Кофермент А 


Конечно, в описанных типах реакций переноса активных ациловых групп, 
кроме ацилпроизводных кофермента А, необходимы специфические ферменты, 
класса трансфераз, сообщающие этим реакциям требуемую скорость. 

Часто в реакции переноса ацильной группы встречается промежуточное, 
также высокоэнергетическое соединение. Это фосфорил-$-КоА, сущес- 
твующий только в соединении с ферментом типа фосфокиназы. В этом 
соединении отдельный фермент типа лигазы (сукцинил-$-КоА — синте- 
таза) заменяет фосфорильный остаток остатком янтарной кислоты. Ход 
реакции следующий: 


[е) 
ъфосфокиназа || 
(а) АТФ + КоА-$Н За АОИ КоА-$5-Р-ОН 
| 
он , 


(©) 
| 

(5) КоА-$-Р-ОН + янтарная кислота —— 
| синтетаза 


ОН 
сукцинил-$-КоА -- Н.РО, 
сумма (а-+Ъ) янтарная кислота + АТФ + КоА— $Н = 
сукцинил-$-Код + АДФ + Но, 
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Заслуживает внимания обратная суммарная реакция, при которой за счет 
сукцинил-$-КоА, высокоэнергетического соединения, из АДФ и неоргани- 
ческого фосфата, возникает АТФ. Аналогичная реакция с ГДФ и фосфатом, 
связанная с циклом трикарбоновых кислот, образует ГТФ; реакция состоит 
в фосфорилировании на уровне субстрата, причем используется свободная 
энергия окисления я-кетоглутаровой кислоты в янтарную кислоту. 

Активация жирных кислот путем образования ацил-5-КоА за счет высоко- 
энергетической АТФ катализируется многочисленной группой ферментов 
также и в реакциях другого типа. Промежуточным соединением при этом 
являются аденилаты жирных кислот. Суммарная реакция протекает следу- 
ющим образом: 


В — СООН + АТФ + Н$ — КоА «< °В-СО-5-КоА + АМФ + РР 


В ходе такой реакции образуются например активные жирные кислоты 
в митохондриях печени. 

Липоиновая кислота (43). Этот кофермент был обнаружен как заме- 
нитель стимулятора роста Г. сазё? на синтетической питательной среде. Он 
также необходим для окисления пировиноградной кислоты. Это 6,8-дитиол- 
октановая кислота. 
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Липоиновая кислота 





Липоиновая кислота является коферментом аэробного декарбоксилиро- 
вания пировиноградной и а-кетоглутаровой кислот. Эта реакция оста- 
навливается› если специфической гидролазой оторвать кофермент от 
фермента. 

Массы ферментов весьма велики (4,8 : 108 для пируватоксидазы из Е. сой, 
и 2,4 108 для кетоглутаратоксидазы). Они являются комплексными соеди- 
нениями. Часть этого комплекса, содержащая липоиновый кофермент, на- 
зывается кетоглутаратдегидрогеназой. Катализ идет по следующей реакции: 


2-оксоглутарат--окисленный липоат — 6-5-сукцинилгидролипоат + СО.. 
Эта реакция требует участия особого кофермента, которым является тиа- 


минпирофосфат (ТП). Ход реакции с участием обоих коферментов имеет 
следующий вид: 


°СОСО,Н + ИФ == [КСнНо-#] + со, (1) 
5 н$ 
, \ 
В’сно—т7з] + А =— К + 1 (2) 
$ &’СО$ 
Н Н$ 
№А—$Н + = В Сол + К (3} 


э 
К СО5 н и 
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ПЕ Е: №. + 9м7-в, #} 


-ь + м0 = 90 + МН +Н' (5) 


&’=СН,, НООС(СН,, ; 


° 


В =СН, СН, СН(СН,), СО-— 97мент 


Перевод 6-$-сукцинилгидролипоата в свободный кофермент состоит в об- 
мене, в пределах комплексного фермента, ацильной группы с кофермен- 
том А, а затем в восстановлении при содействии ФАД ` Нь». 

Основная функция липоиновой кислоты заключается в участи ее дисуль- 
фидной группы в переносе электронов (и протонов). Этим объясняется 
чувствительность этого кофермента по отношению к солям трехвалентного 
мышьяка и обратимость отравления под влиянием ВАГ.. Его роль в переносе 
электронов ограничена до альфа-кетокислот. 

Кофермент становится активным после соединения с апоферментом пепти- 
дной связью посредством карбоксильной группы липоиновой кислоты. 

Фолиевая кислота (44, 45). Фолиевая или птероил-глутаминовая ки- 
слота встречается в природе в виде многочисленных производных. 

Из последних функцию кофермента выполняют гидрогенизированные 
производные с присоединенной к М; или № формил-группой. Одна из них, 
фактор роста для Р. сегедяае (ситооотит уастот, СЕ), является 5-формил- 
-тетрагидрофолиевой кислотой. Однако, она не является коферментом, а его 
предшественником, переносящим формильную группу. 


мм 
НА 9— 
9 10 
№ 57 4. У-со-нисбинсоон 
он Иа 
р 
соон 
Птероил-глутаминовая кислота 


Коферментом является „активный формиат“ или №М0-формилтетрагидро- 
фолиевая кислота. Он образуется из тетрагидрофолиевой кислоты и фор- 
миата в присутствии АТФ и соответствующих ферментов. „Активный фор- 
миат“ получается также из М;-формилтетрагидрофолята путем инкубации 
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М-формилтетрагидрофолиевая кислота 


его с АТФ. Промежуточным продуктом является №—л0-метенилгетра- 
гидрофолят, переходящий также ферментативно в М-формилтетрагид- 
рофолят. 

№Мо-формилтетрагидрофолят входит в состав ферментов, переносящих фор- 
мильные группы (птеропротеиды), называемые формилтрансферазами. При- 
мером катализируемых ими реакций являются два этапа на пути биосинтеза 
ядра пурина: 


1. 5'-фосфорибозилглицинамид -- №—10-метенилтетрагидрофолят + Н.О = 
5'-фосфорибозил-М№-формилглицинамид -+ тетрагидрофолят (фосфорибозил- 
} глицинамид-формилтрансфераза) 


2 5'-фосфорибозил-5-амино-4-имидазолкарбоксамид -+М№ 5 —о-метенилтетрагид- 
рофолят + Н.О=5’-фосфорибозил-5-формамидо-4-имидазолкарбоксамид + 
тетрагидрофолят (фосфорибозил-аминоимидазолкарбоксамид-формилтрансфе- 

раза). 





ы В реакциях метилирования глицина в серин принимает участие кофермент 

> приближенной структуры, т.н. „активный формальдегид“. Это №5—л1о-метилен- 

з : тетрагидрофолят. Он образуется из активного формиата путем ферментатив- 
ного восстановления при участии НАДФ.Н,: 


ФМ 20+ чад -н 
и он ытжя м Св . 


М-ю-метенилтетрагидрофолиевая кислота 


М 

‚К у ными К 

5 м ен, а 

. ы Яр -+ #4 
Е и №-0-метилентетрагидрофолиевая кислота > за 


Этот кофермент принимает участие в следующей реакции: 


Глиции + №—1ю-метилентетрагидрофолят = Т, — серин + тетрагидрофолят 
(серин-гидроксиметилтрансфераза). 
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Гидроксиметь 
мента ети ск (—СН.ОН) переносится на глицин. Оба кофер- 
ных реакциях. Их объе в друг от друга и принимают участие в различ- 
единение к предшест диняет перенос одноуглеродных остатков и их присо- 
венникам пурина и аминокислот в ходе биосинтеза по- 


следних. В этой фо 
ме 
ного остатка. форме клетки располагают резервом эктивного одноуглерод- 


Глутатио 
ть (46, 47, 48) представляет собой трипептид, состоящий из 
ИЕ: бальных кислоты, цистеина и глицина. Он отличается своей структурой 
у пептидов, так как глутаминовая кислота связана не альфа-, 


А 
т 999 
ноос—сн—сн,-сн,—С=мнН—СН с-=мн-сн, —СоОнН 





Глутатион (@$Н) 





=”) 
265Н ЧН 65—56 


а гамма-карбоксильной группой. Глутатион встречается в окисленной форме 
С$—5С и восстановленной форме С$Н. В клетках он находится преиму- 
тественно в восстановленной форме (10—200 мг%). 

Активирование глутатионом ферментативные реакции, еще не указывает 
на его роль в переносе атомов водорода. Это значит что он не входит в цепь 
клеточного дыхания. Только в одном случае удалось обнаружить глутатион 
в качестве простетической группы. Это глицеральдегид-3-фосфатдегидроге- 
наза. Ферментативная функция этой группы оспаривается. 

Глутатион является коферментом ферментной системы (глиоксалаза Ги п) 
превращающей метилглиоксаль в молочную кислоту в печени. 


бы, сн, сн, 
С=0О /лиоксалаа н-с—оНн Лиостераза о 
те (40 но-6=0 
+ | + 
с5Н С5 ев 


Особой ферментативной функцией зависимой от восстановленного глута- 
тиона, является с1в-хапз изомеризация малеилацетоацетата в фумарилаце- 
тоацетат. Другая реакция состоит в окислении формальдегида в присутствии 
пиридинового фермента типа дегидрогеназы с НАД в качестве простетичес- 
кой группы. С$Н не связывается и не окисляется в этой ферментативной 
реакции, но несмотря на это, он специфически ее активирует вплоть до раз- 
ведения 3. 10-6 М. Изучение кинетики этой реакции подтвердило постули- 
рованный механизм» в котором промежуточным продуктом является тиол- 
эфир муравьиной кислоты или риа 

Гемопротеидные коферменты (49, 50). Это простетические группы 
таких гемопротеидных ферментов как каталаза и пероксидаза» а также гемо- 
протеиды, входящие в состав группы цитохромов, которые по действию равно- 
ценны коферментам. Цитохроме являются белками, но их не считают фер- 
ментами, несмотря На то» что их простетическая группа родственна таким же 
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гру каталазы и пероксидазы. Сами по себе они не обладают Каталити. 
т свойствами и требуют наличия соответствующего фермента 
и этих свойств (например цитохром-редуктазы или ‚ 
п: группы гемопротеидных ф томов оДержаг 
железопорфирины, производные протопорфирина Г? р оЗФомах нь. 
ходятся три производные протопорфирина ТХ, принадлежащие к типу а, 
Ь ис. 
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Гемовая простетическая группа связывается с белком трояким образом. 
Одним из способов является связь с центральным атомом железа с коорди- 
национным числом 6, вторым — слабые связи между карбоксильными грун 
пами остатка пропионовой кислоты в положении 6 и 7 порфирина и белком. 
Третий род связи иногда образуют другие боковые цепи, из которых заслу- 
живают внимания тиоэфирные связи между винильными группами прото- 
гема и цистеильными остатками белка в цитохроме с. ь, 

Если в пероксидазе из хрена заменить простетическую группу, которой 
является протогем, производными, содержащими другие порфирины, Фер- 
ментативная активность по отношению к природной, принятой за 100, стано- 
вится для мезопероксидазы 132, гематопероксидазы — 130, для дейтероперо- 
ксидазы —50, а для диацетилпероксидазы —2 (51). 

Цитохромы Ъ обладают способностью реагировать с молекулярным кисло- 
родом. Все другие требуют для реакции с кислородом участия цитохром- 
оксидазы, простетическая группа которой (еще неполностью изученная) при- 
надлежит к этиопорфирину ТХ. Кроме этой группы, для функции переноса 
электронов на О,, по-видимому имеет значение присутствие меди, находя- 
щейся в относительно болышой концентрации в препаратах цитохромокси- 
дазы. 

Металлы в качестве коферментов (52). Почти все ферментативные 
реакции, изучаемые 11 УЙго в большей или меньшей степени активируются 
ионами некоторых металлов. Их участие в механизме ферментативного ка- 
тализа подтвердилось кинетическими исследованиями, а необходимость со- 
хранения металла в структуре простетической группы была доказана Для 
несложных групи ферментов. Первой из цинксодержащих ферментов была 
открыта карбоангидраза, следующей — карбоксипептидаза А. Ряд пириди- 
човых ферментов содержит в молекуле атомы цинка, например алкогольдеги- 
дрогеназа из печени — 2, из дрожжей — 4. 

Особенно распространенным типом активации ферментов металлами явля- 
ются активации ионом магния. Этот ион активирует, как правило, все фер- 
менты, переносящие фосфатные или фосфорильные группы с АТФ на АДФ. 
Фосфатазы также нуждаются в подобной активации. Марганец обычно за- 
меняет магний. Ион магния активирует также ферменты типа декарбоксилаз 
&-кетокислот и некоторые пептидазы. Фосфопируват-гидратаза (енолаза) бес- 
спорно является магнийпротеидом (53) и в присутствии фосфорнокислого 
и фтористого ионов теряет активность вследствие образования магний-фтор- 
фосфатного комплекса. 

\УаПее (52) проводит различие между истинными металлоферментами 
и ферментами. В первом случае ион металла выполняет свою роль в соеди- 
нении с белком. Во втором случае комплекс белок-металл не авляется 
активатором. Активация может быть осуществлена например посредством 
образования комплекса металл-субстрат, как было доказано для фосфо- 
глицераткиназы. 

Вообще активирование ферментов ионами металлов характеризуется не- 
болыной специфичностью. Например енолаза проявляет активность в при- 
сутствии некоторых двухвалентных ионов, как Мп” 7п`` или Ее`*. Другие 
металлы неактивны, а некоторые даже ингибируют, как Са’`. Карбоанги- 
драза вола является металлоферментом, сильно связывающим 7п’’. Она 
расщепляется при РН 5 под влиянием хелирующих факторов. Освобожден- 
ный от цинка и неактивный апофермент активируется не только 7‘, но 
также Со", Ее" и №! `. Относительные активности этих неприродных металло- 
ферментов, содержащих по 1 молю иона на 1 моль белка составляли 100, 
40, 10 и 5. 
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участия в функции каталитического 


просы связывания металла и его 
ы ь имания механизма биологического 


центра имеют основное значение для пон 
К ревет (57). Описанные выше коферменты представляют 
собой простетические группы ферментов. Их роль ростонт ЗЕРеНОсе опре- 
деленных атомов или химических групп. Это свойство коферментов про- 
является также в реакциях, при которых не обнаружено связи кофермента 
с белком в качестве простетической группы. Соединение считают кофермен- 
том, если оно обладает способностью ускорять или обусловливать фермента- 
тивную реакцию, так как ферментативная реакция требует, кроме специ- 
фического фермента, обеспечения энергией, а также наличия донора или 
акцептора переносимых химических групп. 

Нуклеотиды соответствуют обоим условиям. В форме дифосфатов они 
являются акцепторами фосфатных групи при многих реакциях их переноса, 
а в виде трифосфатов донорами энергии в зависимости от того, идет ли 
экзоэргическая или эндоэргическая реакция. 

Эти функции наблюдаются в изолированных реакциях, исследуемых в си- 
стеме: фермент плюс субстрат плюс адениннуклеотид (АТФ или АДФ) плюс 
(необязательно) активатор (Мд’`). Реакции протекают в стехиометрических 
отношениях и прекращаются в определенном положении равновесия. Иначе 
бывает 1 У1уо при наличии многоферментных систем, связанных между собой 
общими субстратами и переносом энергии. При этих условиях уровень ну- 
клеотидов и их взаимоотношение постоянны, т.к. они регенерируются в ходе 
обратных реакций. Например в одной реакции АТФ служит донором фос- 
фатной группы, и одновременно поставляет энергию, необходимую для пе- 
реноса этой группы. В другой реакции образующийся АДФ присоединяет 
фосфатную группу и достигает энергетического уровня АТФ. 

При гармоничном течении промежуточного обмена адениннуклеотиды не 
изменяются на вид, ни в количественном, ни в качественном отношении 
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между коферментом, простетической Ея сб 
ствие которой напоминает класси- 
т это наименование. 

сех реакций переноса фосфатных 
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групп. В количественном отношену 


хи на первом месте находятся аденинну- 
клеотиды, т.е. АТФ, АДФ и АМФ. р. 


Большинство реакций биосинтеза приводится в движение путем энергети- 
ческого сочетания с нуклеотидными полифосфатами. Преимущественно со- 


четаются два ферментативных процесса; один из них ускоряется фосфоки- 
назой, а второй — фосфорилазой или пирофосфорилазой. Фермент участвует 
в каждом этапе реакции в стехиометрической пропорции по отношению к ну- 
клеотиду. Принимается, что в реакционном механизме участвуют нестойкие 
соединения фермента с нуклеотидом или частью последнего: комплекса фер- 
мент-АМФ или фермент-фосфат. Например трехэтапный синтез сукцинил- 
-КоА протекает следующим образом: 


АТФ фермент =АДФ- фосфофермент 
Фосфофермент- КоА == КоА— фосфофермент. 
КоА-фосфофермент + сукцинат == сукцинил-КоА-фосфат - фермент. 


На каждом этапе необходим магний и на каждом этапе происходит перенос 
фосфатной группы, активируемой связью с ферментом за счет разрыва 
связи в АТФ. 

Многочисленные реакции переноса фосфатной и пирофосфатной групп 
зависят от АТФ, донора той и другой. Кроме того, в присутствии АТФ 
протекают все реакции синтеза, в которых образуются новые ковалентные 
связи между атомами углерода или атомом углерода и кислорода, серы или 
азота. Примером реакции синтеза этого типа является активирование амино- 
кислот и соединение их между собой на матрице рибонуклеиновой кислоты. 
Общий механизм этой реакции имеет следующий вид: 


АТФ + аминокислота А-- фермент =АМФ-А-фермент-+ РР 
АМФ-А-фермент-{ аминокислота В = АМФ -{ фермент - пептид А + В. 


При реакции этого типа образуются длинные цепи полипептидов из многих 
аминокислот. 

Роль АТФ в таких реакциях состоит в том, что он является донором адениль- 
ной группы, и одновременно поставляет энергию для активации субстрата 
в данной ферментативной реакции, вследствие чего образуется нестойкий 
и весьма реактивный аденилат аминокислоты (АМФШ—А). 
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$-аденозилметионин („активный метил“) 


Если АТФ является главным донором фосфатных или аденильных 


в метаболизме, то АД играет роль главного акцептора фосфатных т 


Коферментом реакций переноса метильных групи является аденоз о 
нин. Тан. „активный сульфат“ (3 -фосфоаденозин-5’-фосфорилсуль = у 
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ставляет собой кофермент реакций переноса сульфатной группы. При ь 
циях этого типа возникают сернокислые эфиры аминосахаров, СУльфать 
и сульфаты фенолов. 
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Активный сульфат 


Уридиннуклеотиды (54). Это коферменты обязательно присутствую- 
щие в клетках; они катализируют синтез и распад сахаров, а также окис- 
ленных и восстановленных производных последних. Они встречаются под 
видом уридинмоно-, ди- и трифосфатов. 
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Уридиндифосфат (УД) Уридиндифосфоглюкоза (УДФГ) 


Уридиндифосфат (УДФ) является составной частью соединений, содер- 
аминосахара, мочевые кислоты, а также их сульфаты 


это позволяет относить их 
динамическом отношении о и 
болизме занимает УДФ-г; центральное место в мета- 
-глюко. я 
тативно в реакции: за (УДФГ). УДФ-сахара образуются фермен 
УДФ + сахар-1-Р =УДФ-— сахар РР 
катализируемой соответствующими глюкозил-трансферазами 


32 








=Гл! 











Участие уридил-коферментов, а в особенности центральная Роль УдФ- 
-глюкоза в обмене сахаров изложена в схеме: 
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УЛ$-ацетиталактозамин Рокилоо ПР 
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Титин козатино -1-2 
Гиалуроно- 


= ЕД [] 
а а В илзлюкозами 
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УД$ - люкуроноваз /ДФГ. и УД$-залактоза 


ев \ 
кислотв 7 
В-глюкурониды д Лактозо-!-Р Галактолипиди 
Лревлозо -Р В-алнкозиди 
Сатороо (2500030 -Фосфат 
8[1—3) зпюкан 


Гликозен Целлюлоза 


Превращения сахаров с участием уридилнуклеотидов 


Помимо переноса гликозильных групп, УДГ действует в качестве кофер- 
мента реакции изомеризации, катализируемой трансферазой, а также прини- 
мает участие в реакции эпимеризации: 


УДФ— глюкоза = УДФ— галактоза 


которая катализируется УДФ-эпимеразой. 

Цитидин-нуклеотиды (55). Производные цитидин-5’-фосфата вы- 
полняют каталитические функции подобно производным уридина. Нуклео- 
тид встречается в виде моно-, ди- и трифосфата (ЦМФ, ЦДФ, ЦТФ): 
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ЦТФ является коферментом синтеза лецитина, кефалина и сфингомиели- 
нов. Его роль состоит в связывании фосфорилхолина и фосфорилкола- 


3 — Клиническая ферментология 
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мина в реактивное ЦДФ-производное при участии специфических фер- 
ментов. Реактивные формы азотных оснований и сахаров изображены 
формулами: 
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Реактивные формы азотных оснований и с: 
: а ахаров: (Г) Ф-холин; (И $Ф-этанол- 
-амин; (ПГ) ЦДФ-рибитол; (ТУ) я вел 


холина на &, В-диглицерид, 


Цитидин-Р-Р-холин + &, В-диглицерид = лецитин + цитидин-Р 


Образующийся при этой реакции ЦМФ повторно фосфорилируется АТФ 
(особая ферментативная реакция) в ЦТФ. Таким образом выполняется 
и обновления каталитически активного кофермента- 
фороаа, ТОО ЗВЕНО (56). Роль кофермента выполняет гуанозинтри- 
лазы с манноз ‚= реагирует в присутствии специфической пирофосфори- 
В, о-1-фосфатом и образует гуанозиндифосфоманнозу (ГДФ-ман- 
 - акцептором фосфата в реакции связывания неорганичес- 

ра в ходе окисления о-кетоглутаровой кислоты в цикле лимонной 
кислоты. Также и одна из узловых реакций сахарного обмена, карбоксилиро- 
вание фосфопировиноградной кислоты в щавелевоуксусную кислоту, 3а- 
висит от ГТФ (или инозинтрифосфата, итФ). 


Оксилацетат + ГТФ = енолфосфопируват +ГДФ+ С0ь 
(ИТФ) (ИДФ) 


ГТФ является единственным активатором реакции фосфорилирования 
инозиновой кислоты в положении Се. 

В настоящее время участие ГТФ в биосинтезе белков считается доказан- 
ным, так как прибавление этого фермента увеличивает в 10 раз внедрение 
аминокислот в белки микросом. Участие ГТФ проявляется лишь На одном 
этапе этого синтеза, а именно, в переносе аминокислоты связанной с мелко- 
молекулярной РНК на пептидную цепь. 


ТЕХНИКА ИЗОЛИРОВАНИЯ И ИССЛЕДОВАНИЯ ФЕРМЕНТОВ 


Учение о ферментах включает технику изолирования и получения их 
в чистом виде. Поскольку ферменты являются белками, их очищают теми 
же методами, которые применяются при изолировании и фракционировании 
белков. Обзор этих методов находится в книге ссьмитатег и Раг4ее и в кол- 
лективном труде о методах в ферментологич (редакторы Сою\иск и Кар!ап, 59). 

При изолировании и очистке ферментов ‘необходим такой подбор методов» 
который позволяет получать ферменты в томогенном состоянии, без нару- 
шения их каталитической активности. Ферменты преимущественно нестойки 
при РН ниже 5 и выше 9. Они подвержены термической денатурации» если 
температура превышает 45°Си поверхностной денатурации (например при 
вспенивании растворов). Они теряют активность, В большинстве случаев 
необратимо, в присутствии солей тяжелых металлов. Поэтому экстракты 
ферментов тотовят и фракционируют при низких температурах. Их экстра- 
гируют и растворяют в бидистиллированной воде или добавляют к воде 
средства, связывающие тяжелые металлы в комплексы (этилендиаминте- 
траацетат, пирофосфат и пр.). Очистку ферментов производят в буферах 
с рН близким к нейтральному. Для сохранения каталитической активности 
к ферментам прибавляют восстановители (цистеин или тиоловые соединения). 
Во многих случаях прибавление субстрата в значительной концентрации пре- 
дохраняет фермент от необратимой инактивации. © 

Большинство белков, обладающих ферментативной активностью, экстра- 
гируется водой или разведенными растворами солей при РН, отдаленном 
от их изоэлектрической точки. Это относится в первую очередь к раствори- 
мым ферментам, находящимся в цитоплазме. 

Часть ферментов однако связана © субмикроскопическими структурами 
клеток, а именно © митохондриальными мембранами и перегородками, аппа- 
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ратом Гольджи, зернистостями, а также с нерастворимыми б 





елков: 
пидными и полисахаридными комплексами. Их освобождение треб а ли. 
ния клеточной субструктуры или диссоциирования комплекса. Это УЩь. 
водится физическими или химическими методами. Роиз- 
Ферменты экстрагируются обычно из механически разрушенных т 
после предварительного размола тканей. Отделение ферментов, Сильно ие 
занных с зернистостями и нерастворимыми клеточными структурами, ые 
бует таких приемов, как замораживание и размораживание, Экстрагиро 
вание бутанолом, вызывающим диссоциацию белково-липоидных комплек. 
сов, приготовление ацетоновых порошков путем осаждения ВЗВеси или тка. 


невого гомогената. Применяются также средства, снижающие поверхностное 
напряжение, как дезоксихолят и синтетические детергенты, что способ. 
ствует отделению ферментов от нерастворимых клеточных преципитатов 
и мембран. 

Для получения фермента из ткани часто приходится прибегать к спонтан- 
ному или управляемому аутолизу. При воздействии собственных тканевых 
или прибавляемых препаратов протеолитических ферментов облегчается 
экстрагирование ферментов, неразложенных в ходе протеолиза. 

Процесс очистки ферментов, следующий за их извлечением, контролиру- 
ется ферментативным тестом. При помощи этого теста осуществляется коли- 
чественный контроль очистки фермента отделение тех фракций, в кото- 
рых он находится. Содержание фермента обычно выражают в услов- 
ных единицах удельной активности, т.е. число единиц в | мг белка. В про- 
цессе очистки удельная активность растет до известной максимальной 
величины. 

Методы очистки и фракционирования ферментов весьма разнообразны. 
Чаще всего для фракционирования пользуются растворами различных солей, 
особенно сернокислым аммонием, и органическими растворителями, главным 
образом ацетоном, спиртом при низкой температуре или эфиром. 

Абсорбционные методы, особенно селективная абсорбция, играли всегда 

льшую роль в очистке ферментов. Современные методы колоночной хро- 
матографии, электрофореза разного типа (зонный, на бумаге, в геле и др.), 
разделительной противоточной хроматографии и препаративного ультра- 
центрифугирования создали возможность получать почти любой фермент 
в чистом виде. 

Большую роль в получении ферментов высокой чистоты сыграла крис- 
таллизация. В настоящее время имеется более 100 кристаллических 
ферментов и это число постоянно увеличивается. Кристаллизация обычно 
бывает последним этапом очистки белка. Хотя она и не всегда дает 
совершенно однородные препараты многократная перекристаллизация обыч- 
но приводит к выделению ферментов с максимальной удельной актив- 
ностью. 

Относительно легко кристаллизуются фер 


менты типа альбуминов, при на- 
сьыицении концентрированных растворов сернокислым аммонием. При этом 


. путем впервые были получены кри- 
сталлы уреазы. - ы 


рофотографии альдолазы 
и ‚Фосфоглицеральдегиддегидроген: 
$ 1940) представлены из собст 
ментов автора. 


из мышц кролика (ВагапомзК 1939) 
азы из человеческих мышц (Вагапо\- 
венной коллекции кристаллических фер- 
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Рис. 7. Кристаллическая глицеральдегид-3-фосфат-дегидрогеназа из человеческой мышцы. 
Увеличение в 160 раз (Вагапо\зК!). 


мента. Тест растворимости (60) обнаруживает загрязнения другими белками. 
Однако эти тесты не абсолютно надежны. Иногда они не позволяют обнару- 
жить загрязнения не превышающие нескольких процентов. 

Весьма обещающим тестом для проверки гомогенности ферментов является 
метод концевых групи (16). Однако, он применим только к тем ферментам 
молекулы которых представляют собой одиночные пептидные цепи и в. 
дают концевыми группами. Если хроматографический метод указывает на 
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| характерную концевую группу фермента, то можно считать его гомогенным, 
а заодно и чистым. 

На практике наиболее чувствительными методами нахождения загрязнений 
| ферментов другими ферментами являются специфические Ферментативные 
в тесты. Например фосфоглицеральдегид-дегидрогеназа (даже кристалли‹ теская), 
| как правило, загрязнена альдолазой, триозофосфат-изомеразой и лактат- 
| -дегидрогеназой, а также следами других гликолитических ферментов. Об 
| этом должны помнить все те, кто пользуется имеющимися в продаже кристал- 
| лическими препаратами ферментов, предполагая, что имеют дело с продуктом 
наивысшей чистоты. Получение препаратов ферментов в виде гомогенных 
растворов возможно лишь в исключительных случаях. Приготовление пре- 
паратов ферментов совершенно свободных от загрязнений другими фермен- 
| тами затруднено. Поэтому, при пользовании находящимися в продаже пре- 
И паратами кристаллических ферментов, необходимо проверять, не содержат 
ли они примесей таких ферментов, которые могли бы помешать проведению 
требуемой пробы. 

Добавочным осложнением вопроса гомогенности ферментов являются 
| многочисленные факты наличия одного и того же фермента в нескольких 
| разновидностях, различных по физическим свойствам (последовательность 
| элюирования на колонке, электрофоретическая подвижность) и чередова- 
й нием аминокислот в пептидных цепях. Однако, удельная активность таких 
| разновидностей, называемых изоферментами, одна и та же (16а). 

Техника исследования фермента заключается в количественном контроле 1 




















хода ферментативной реакции во времени. Функция фермента выражается 

| в ходе катализируемой им реакции, и поэтому суть исследования ферментов 

. | состоит в определении скорости реакции. Эта скорость, обычно выражаемая 
убылью субстрата во время реакции, редко бывает пропорциональной времени, 

даже если другие условия остаются неизменными. Обычно скорость с истече- 

нием времени уменьшается, что графически выражается например такой 


Ра кривой: 


05 10 15 20 мин. 


Рис. 8. Кривые начальной скорости окисления глицерол-3-фосфата посредством НАД, 
в присутствии специфической дегидрогеназы. Дю2Ть/1 = оптической плотности НАД Н:, 
|] определяемой спектрофотометрически при длине волны 340 ми. В пробе В употреблено 
в два раза болыше фермента, чем в пробе А (ВагапоззКЕ, 1949). 
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Причиной замедления реакции может быть рост скорости реакции в об- 
ратном направлении, по мере накопления продукта реакции» или торможения 
фермента продуктом реакции; уменьшается насыщение фермента субстратом, 
или фермент начинает инактивироваться и т.п. Обычно такие кривые не 
соответствуют уравнениям скорости гомогенной реакции и не годятся для 
интерпретации. 

Поэтому при исследовании активности ферментов пользуются измерением 
т.н. начальной скорости. Условия для ферментативной реакции известны 
лишь в исходной точке кривой реакции. Поэтому исследуется влияние изме- 
нений только одного параметра реакции во времени, при стабильности осталь- 
ных факторов. 

Для определения начальной скорости реакции проводят касательную 
к начальному отрезку экспериментальной кривой в точке соответствующей &. 
На этом отрезке скорость реакции протекает линейно во времени, и только 
при этом условии количество убывающего. субстрата может быть мерой ско- 
рости реакции. Всюду, где говорится о скорости ферментативной реакции, 
подразумевается начальная скорость реакции. 

Основной величиной, характеризующей ферментативную активность, явля- 
ется удельная активность. Это количество субстрата, превращенного едини- 
цей массы фермента, в определенных для данной пробы условиях, т.е. при 
определенной температуре и рН, при насыщении фермента субстратом. Эта 
удельная активность может быть выражена в произвольных единицах. Это 
не единственный, но наиболее часто применяемый метод исследования фер- 
ментов. К сожалению, существуют разные единицы, даже для одних и тех 
же ферментов, в зависимости от условий, предлагаемых авторов исследо- 
вания. Например, одни исследователи определяют активность фермента 
в молях субстрата убывающего из реакции за известный период времени при 
стандартных условиях. Другие измеряют активность того же фермента 
приростом продукта реакции если этот продукт легко определяется 
манометрически или спектрофотометрически. Иногда единицей активности 
считают время, необходимое для превращения определенного количества 
субстрата. 

Иногда мерой удельной активности фермента считают коэффициент ско- 
рости реакции. Удельную активность определяют также т.н. „числом оборота“. 
Это число молекул субстрата, разложенных 1 молекулой фермента при за- 
данной температуре в течении 1 минуты. 

Болышое количество разных единиц даже для одного и того же фермента 
затрудняет сравнение величин. Чтобы дать возможность сравнивать актив- 
ность разных ферментов, был принят единый метод определения их удельной 
активности. 

Единицы ферментов. Присутствие фермента обнаруживается на 
основании катализируемой им специфической реакции. В клинических иссле- 
дованиях важно определение количества исследуемого фермента, т.е. его 
уровня в тканях и биологических жидкостях. В основном количество фер- 
мента определяют на основании измерения скорости катализируемой им хими- 
ческой реакции в соответствующих условиях опыта желательно таких, при 
которых реакция протекает с максимальной и пропорциональной концентрации 
фермента скоростью. 

За исключением немногих, хорошо очищенных и охарактеризованных 
в химическом отношении ферментов, невозможно определить их количество 
в абсолютных единицах. Поэтому приходится выражать их активность в фер- 
ментативных единицах“. Условно они относятся к скорости а 
реакции, т.е. к такому количеству фермента, которое обусловливает опреде- 
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ленную скорость реакции. Только при условии получения фермента в ИМИ 
чески чистом виде можно сравнить условные единицы ферментов с ‚с 
лютным количеством фермента в исследуемой пробе. Тогда получается спе- 
цифическая активность фермента (например в единицах на мг фермента ) или \ 
молярная специфическая активность (например в единицах на микромол, У 

если была определена молекулярная масса фермента. В этих случаях Можно 

на основании найденного при ферментативном тесте числа единиц вычислить р 
абсолютное количество фермента в исследуемой пробе, даже, если он нахо- Е 
дится в ней в неочищенном виде. 

Комиссия по ферментам Международного биохимического союза жел 
создать возможность сравнивать активность одних и тех же и разных фер- 
ментов между собой, ввела понятие абсолютной единицы ферментов (Е) я: 
и точно определила условия стандартного теста для ее вычисления. 

Определение единицы: за единицу (Е) любого фермента, принимают такое У 
его количество, которое катализирует превращение одного микромоля суб- 
страта (или одного микроэквивалента химической группы) в минуту, при за- 
данных условиях. В числе этих условий должна находиться температура. 
Если это возможно температура должна равняться 25°. Ферментативная ре- 
акция должна протекать при полном насыщении фермента субстратом и при 
оптимуме рН. 

При ферментном тесте особенно рекомендуется измерять начальную ско- 
рость реакции в таком периоде времени, в котором скорость остается неиз- 
менной, т.е. при реакции нолевого порядка. Если скорость реакции уменьша- 
ется в периоде времени, выбранном для исследования (например вследствие 2 
торможения ее продуктами реакции, то количество превращенного субстрата 
не будет пропорционально количеству фермента. 

Для того, чтобы как можно более приблизить кинетику стандартного теста 
к нолевому ряду, следует полностью насыщать фермент субстратом $, т.е. 
употреблять достаточно высокие концентрации последнего. Если это условие 
невыполнимо (например из-за недостаточной растворимости субстрата) сле- 
дует определить константу Михаэлиса К, и пересчитать при ве помощи на- 
блюдаемую скорость реакции на такую, которая соответствует полному на- 
сыщению фермента субстратом. Если при концентрации субстрата $ скорость 
реакции выражается величиной у, то скорость при насыщении \У равна: 


У =уа+ К.) 


Если величина $ очень мала по отношению к Ка то у = (У/К„) $. В таких 
случаях $ обычно выражают активностью фермента в величинах константы 
скорости первого порядка К, поскольку у = Кз, У = КК... 

Единица, определение которой дано выше, представляет абсолютную вели- 
чину. Она позволяет сопоставлять активность различных ферментов в еди- 
ницах, килоединицах (кЕ), миллиединицах (мЕ) и т.д. Она применима в тес- | 
стах, в основу которых положены химические изменения характеризующие 
скорость реакции. Если основой измерений являются физические измене- 
ния, необходимо определение коэффициентов, связывающих количественно 
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Концентрацию фермента выражают в единицах на 1 мл. 
Молекулярная активность соо’ 









центром). Это другое значение понятия, известного 
в прошлом под названием „число оборота“. 
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КИНЕТИКА ФЕРМЕНТАТИВНЫХ РЕАКЦИЙ 


ОСНОВНЫЕ ПОНЯТИЯ КИНЕТИКИ 


Реакция имеет место в случае, если происходит столкновение молекул. 
Поскольку частота столкновений пропорциональна числу молекул в данном 
объеме, т.е. концентрации веществ, скорость реакции пропорциональна кон- 
центрации реагентов (реагирующих тел). 

Зависимость скорости реакции от концентрации реагентов определяется 
путем наблюдения хода реакции во времени, т.е. изменений концент- 
рации субстратов и продуктов реакции с истечением времени. Результаты 


определения позволяют составить уравнение скорости реакции в виде 
кривой. 


Самой простой является реакция нолевого порядка, т.е. такая реакция, скорость которой 
у остается неизменной с течением времени (у = сопзгапз). Такой ход реакции часто наблю- 
дается в т.н. стационарном состоянии. Его графическое изображение имеет вид прямой, 
параллельной оси времени. 

Реакцией 1 порядка называют реакцию, скорость которой пропорциональна концентрации 
только одного реагента (реагирующего вещества). Скорость такой реакции выражается 
следующим уравнением: 


У= —а1/ 44 = Кг 


в котором г — концентрация реагента и К, — константа скорости данной реакции. Знак — 
означает убыль субстрата реакции. 

Если нет материального обмена между реагирующей системой и окружающей средой, 
реагирующую систему называют „закрытой“. В такой системе реакция может дойти до 
конца, а ее кинетика вычисляется путем интегрирования соответствующего дифференциаль- 
ного уравнения. Реакцией первого порядка является например распад радиоактивного 
элемента или термическая денатурация белков, что выражается общим химическим урав- 
нением 


$ >Р 


Если символами $ и р обозначить концентрации $ (субстрата) и Р (продукта) во время г, 
а $о — начальную концентрацию $, то 


у = 4р/9е = К: (5%5—р) (1) 
а после интегрирования 


(з0—р) = зе-К (2) 


Концентрация $ в любое время (т.е. з°—р) является показательной функцией времени, 
Она пропорциональна начальной концентрации субстрата. 
Из двух предыдущих уравнений получается третье: 


у = ар/4 = К,зое-Кх <) 


Следовательно, скорость реакции выражается терминами времени и начальной концен- 
трации субстрата. 

Если ход реакции выражается таким уравнением, она относится к кинетике первого 
порядка. Формально она может быть бимолекулярной реакцией — например гидролиз са- 
харозы 


сахароза-- НО -> глюкоза -- фруктоза. 


В реакции принимают участие молекулы воды, но они имеются в таком избытке (в разве- 
денных растворах сахарозы), что с практической точки зрения убылью воды можно пре- 
небрегать. Скорость реакции тогда соответствует уравнению (3), в котором величина $ 
означает начальную концентрацию сахарозы, а величина К, является константой состоящей 
из собственно постоянной скорости реакции гидролиза, постоянной концентрации во 
(равной 1) и концентрации катализатора. ды 


Если в реакции участвует больше одного рода молекул, например 


А+В-С 
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вия: а, >), то кинетика р. 
альньк ентрации а, и 5. удовлетворяют усло : а 
(а их нач - те елена ры легко. Она может принять ма ре 
еще ЕЕ рю ОБВИНИВ а концентрации обоих реактантов), а уравне 
порядка (ее ость альн: 


скорости: 


у — дс/а = каБ = КИаь—с) * &—©) 


гентов по истечении времени 1. 
концентрации реа: 
Величины а, Ь и с означают 


После интегрирования получается: 
1 В (а—с) 
№ Бы а —©) 


Порядок реакции можно определить опытным путем, начиная с равных концентраций 
реагентов на основании общего уравнения: 


(—®! Па 
= 


1—п 


где х означает уменьшение концентрации А по истечении времени 1, а п означает порядок 
реакции. 


При ферментативных реакциях для облегчения ‘толкования эксперименталь- 
ных данных часто постулируются реакции Т порядка. В действительности 
порядок реакции часто изменяется в ходе процесса и может стать любой 
величиной от 2 до 0, не исключая дробей. Порядок реакции бывает непостоян- 
ным также для разных концентраций реагентов. Например, при термичес- 
кой инактивации пепсина этот порядок изменяется в зависимости от концен- 
трации пепсина. 

Все, что было сказано выше по вопросу кинетики, относилось к необрати- 
мым реакциям. Если такое упрощение неприемлемо для ферментативных 
реакций, и нельзя пренебречь скоростью реакции в обратном направлении по 
отношению к прямой реакции, математическая формулировка кинетики 
становится более сложной. 

Описанные правила кинетики относятся к закрытым системам. Эта кине- 
тика применима к ферментативным реакциям в пробирке. В отличие от этих 
реакций, кинетика „открытых систем“, т.е. таких, в которых происходит 
обмен веществ через границу ферментной системы, имеет основное значение 
для внутриклеточных реакций. При кинетическом анализе любого процесса, 


протекающего ш Уу0, мы вынуждены пользоваться кинетикой открытых 
систем. 


Как в закрытой, 


ческого равновесия, во второ. 
яния различны по своим свой 
составных частей с окруж: 
от притока энергии, хотя в 


наличие этапов 
Вследствие этого, 
для отдельных 
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Живые организмы обладают свойствами открытых систем, весьма прибли- 
женных к стационарному состоянию. Стационарное состояние может быть 
нарушено притоком реагентов извне, однако, оно возвращается к исходной 
точке по прекращении притока. Такие реакции организма на преходящие 
стимулы наблюдаются часто и компенсируются его саморегулирующей спо- 
собностью. Если стимул постоянен, то в открытой системе возникает новое 
стационарное состояние. 

Примером открытой системы может служить биохимическая реакция, в ко- 
торой величина Аа означает соединение, поступающее в систему, В, — соеди- 
нение, уходящее из реактивной системы, величины А и В соединения в систе- 
ме, а величины а и Ъ — их концентрации: 





Реактивная система: 


Уравнения скорости реакции: 


Ча/4е = К. 1 (аа — а) | К_26 — К.2а 
ЧБ] 4 =К, а — КЪ — К, — №). 





В стационарном состоянии концентрации А и Вт.е. а, и Ъ, вычисляют, при- 
нимая, что равнодействующая скорости реакции будет равна 0 (т.е. Ча/Ае = 
— 46/49. 

Следовательно 


в КК ода | КК заа -- Кубо 
КК ак Каз Е КК: 


Ъ КаКыйа + Кабо Е КуаКз бо 
- КК Е КыКаз Е Ко 


Если на описанную выше открытую систему подействует такой стимул, 
что повысится К,» (например посредством воздействия активатора на фер- 
мент), то концентрация а понизится, а концентрация величины Ъ возрастет. 
Скорость притока А пропорциональна (аа—а), следовательно величина а по- 
высится, и дефицит величины а пополнится. Скорость оттока В из системы 
пропорциональна (6—6,), следовательно величина а повысится, а тем самым 
величина 6 достигнет прежнего уровня. 

После устранении стимула К. примет первоначальную величину а ком- 
пенсационный процесс пойдет в обратном направлении. Описаный процесс 
в биохимическом системе напоминает гомеостатический механизм в организме. 








а 











ЗАВИСИМОСТЬ СКОРОСТИ ФЕРМЕНТАТИВНЫХ РЕАКЦИЙ 
ОТ КОНЦЕНТРАЦИИ СУБСТРАТА 


Наибольшее практическое значение в кинетике ферментативной реакции 
имеет представление скорости реакции в качестве функции концентраций 
субстрата и фермента. Существует ряд уравнений, выражающих эту зависи- 
мость (11, 62, 63, 64). В основу их положен закон действия масс с некоторыми 
упрощениями. 
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техиометрической форме следующую фор. 


- Если дать ферментативной реакции в общей с 


мулировку: - : фермент 


= = этого процесса покажет, что он является системой состоящей по 
то кинетический анализ 


‘меньшей мере из двух реакций 


+ ® 


5+2 —Р ® 


й суб т, а Е5 — промежуточный комплекс. Первая 
А = ое ичесого (по первоначальным положе- 
из этих реакций (2) отражает возникновени: о а и 
ниям механизма реакции) комплекса фермент-субстрат (Е$) и явл пены : рого 
порядка с константой скорости К.1, а обратная реакция — распад или д циация ком- 
плекса Е$, является реакцией первого порядка с коэффициентом пропорциональности или 
константой скорости К_1. В следующей реакции (3) промежуточный комплекс соединяется 
с вторым субстратом, освобождая фермент и продукт (или продукты) реакции. Это реакция 
второго порядка с константой скорости К... 

Положение о существовании промежуточного комплекса, первоначально принятое в ка- 
честве рабочей гипотезы, помогло истолковать экспериментальные кривые скоростей реакций 
и подтвердилось в дальнейшем прямыми методами (изолирование комплекса). Это поло- 
жение стало краеугольным камнем всех кинетических теорий созданных для ферментатив- 
ных реакций. 

В приведенной выше формулировке хода реакций следует произвести следующие упро- 
щения. Во-первых фермент реагирует поочередно, а не одновременно с обоими субстра- 
тами, что тем более обоснованно, что вероятность тройного столкновения невелика. 
Во-вторых принимаем, что фермент имеет только один каталитический центр. В-третьих 
пренебрегаем реакцией обратной, по отношению к диссоциации промежуточного комплекса 
на фермент и продукт реакции, константой которой является К_». Это обосновано тем, что 


на практике кинетические исследования производятся при очень низкой концентрации 
Р, для того чтобы можно было пренебречь К_, [Р], т.е. в тот период когда обратная реакция 
еще не приобретает большой скорости. 


Эти положения позволяют относительно а 
просто формулировать зависимость скоро 
реакции от концентрации субстратов. Ди енциальные кин авнения для 
реакций (2) и (3) принимают следующий р С Е 
для убыли субстрата $:—а[$]/а = к 


+1] —[Е$]) [$1 —к_[Е$] @ 
для образования комплекса Е$: а 


[Е$]/ае = к, .([Е]-—[8$]) [$] — 
кк) © 
: —9[2]/е = арРуае = к,.[2] [$] е 





для убыли второго субстрата 


характери 
са. Тог ризуется по. 
перестает существо: ‘да Ч[Е$]/4 — 0, иначе гово 


ция с 
= От 


Кн Ге8р 1-1 к,.[21 [6$] — 0 р 
ется, если ск = 


реакции Орости реакций (4) и (6) рав 


стоянной концентрацией Е 
ря параметр времени в Е 
тановится реакцией нолевого порядка“ 
© также 


Это условие выполня‹ 
образования продукта 


где [Р] означает и У = аа — К: :[2] [Е$] (8) 





л 





о- 
ой [7.] постоянна (например вода в гидр 

Ее с К, [2] как произве- 
будет константой 


Для примера рассмотрим такую реакцию, в котор 
литических реакциях, проводимых с ее избытком). Тогда выражени 
дение двух констант может быть, заменен новой константой К,»› которая 
скорости реакции первого порядка: 

Е (9) 
к = Кр - 
Если концентрация субстрата $ растет, то реакция ускоряется вплоть до максимальной 


величины, т.е. до момента, когда весь фермент соединится с субстратом. Эта предельная 
величина максимальной скорости \У тождественно равняется К-[Е] то есть; 


у= Е] =У (10) 


Она достигается после „насьицения“ фермента субстратом. 

Реакция проходит при больших концентрациях субстрата в виде реакции Т порядка по 
отношению к ферменту и как реакция нолевого порядка по отношению к субстрату. 

Как видно, при соблюдении этих условий на основании скорости реакции, выраженной 
убылью субстрата, можно определить концентрацию фермента, прямопропорциональную этой 
скорости. Такие исследования производятся при очень малой концентрации фермента по 
отношению к концентрации субстрата, так как только при этом условии можно пренебрегать 
концентрацией субстрата связанного с ферментом. 

Подставляем уравнения (8), (9) и (10) в уравнение (7): 


кнЧЕ] 1851) [5] К [Е] —К.:[21 8$] = 0 
к] -1Е$} [8] = к 185] -+ [21 [$] 
каЧЕ] [88] [$] = К [8$] +КЕЗ] 
(= 55051 = бЕЕКЬХЕЯ 

++ 


[а 1) Как 
































[8$] к 
Так как [Е] = м ‚› а [= г 
Кр Кр 
, 
+2 
В —_ как 
то т 11$] = В, 
г 
+2 
, 
РЯ (У- г) — КЮ ар 
У Ка 


Если скорость реакции дающей продукт мала в сравнении со скоростью образования 
комплекса фермент-субстрат (т.е. К, .<К.1), то величиной К.»› можно пренебречь и уравне- 
ние упрощается следующим образом: 


У К 
(У-я--ю ыы 
Преобразовывая уравнение (12) получаем уравнение М1сВае!1$ и Мешеп: 
У] У 


А ЕЕ 1 
у ЕН ТЕК ы 

Если подобрать столь малые концентрации субстрата, чтобы [$] <Кз то, пренебрегая [$] 
получаем: 


ук 4) 


При этих условиях скорость реакции пропорциональна концентрации субстрата. Поэтому 
учитывая субстрат реакцию относят к 1 порядку. При очень больших концентрациях субстра- 
та, когда [$]>Кз 

=\У 


скорость реакции не зависит от концентрации субстрата, то реакцию принадлежит с учетом 
роли субстрата относят к нолевому порядку. > 


> 
бл 








- равнения МисваеН$ и Мешмеп является равнобедренная 


- Графическим изображением у 
ра, что вытекает из преобразования уравнения (13) 










| (М К) = УК, (5) 
имеющего ту же форму, что и уравнение 
к (а—у) 6-5) = сопзЕ. (рис. 9) 
Ц 
— ЕЕ 
Е ке 
1 
| 
| | 
| а 
1 
| 
ы " 
| : $ 
| Г 
| Г : 
: | 
| 1 р 
М 
! т 
Рис. 9. г 
: Е 
100 5 
80 - 
60 - 
40 
20 
20 1 
ею ме 
Рис. 10. Влияние конц $5(Мх103} 
ентрации 
субстрата (3) на начальную скорость (у) а лактозы 
(Мисвей, 1952). У) гидролиз: 
Для сравнения : 
Уравнение (14 приводится эксперимент 
при; альная , 
ыы У/К+. Ве ы ыы только к Началом а ГИДрОлиза лактозы (ист. пер 
ах. ,:. м ее 
Ве, К о ты ры еваки отрезку кривой, ис опре- (ри. 
в широком ааа ИВ только в п вуюЮ скорость. Из этого следует, „= 
В основе тео у центраций суб, ае› если скорость ре: ли измеряет 
рии М1свае!{5 Убстрата. ВЕЗнЫЕ 
и субстратом достигает, и Мешеп лежит 
-суб, ся так бы допущение, ч: иентом 
СУбстрат (т.е. К;< Кут), что а по сравнению с ременсх М О рмент- к 
мплекс все распада комплекса 6. ната 
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стратом. Доказательством того, что то-эже самое происходит в большинстве биохимических 
реакций, является сходство экспериментальных кривых зависимости у от концентрации 
субстрата с графическим изображением уравнения МисВаейз и Мешеп. Однако, для неко- 
ОЕ ФЕР тов это условие невыполнимо и концентрация комплекса для них отличается 
От РАБНОВЕСНОЙ величины. Такие случаи были теоретически изучены Вг1223 и На!Чапе (62). 
Они получили то-же уравнение, что и МусВае и Мешщеп, с той только разницей, что Кз 


было заменено Ка являющимся не константой диссоциации, а константой стационарного 
состояния; 


к (16) 


— ТЕК 


Ка определяется выражением, содержащим константу скорости образования продукта: 


Ка — КАК ат 


— 
Взаимоотношение констант Кл: и К, определяется уравнением: 


й 
Ка -= К + — (18) 
1 
Кз должно всегда быть меныше Ка и только при определенных условиях (К,1>> К,.) может 
значительно приблизиться к этой величине. Кз является константой равновесия и обладает 
термодинамическим значением, зато Ки не является константой равновесия, так как со- 
держит также кинетический элемент. 

Если в уравнении (13) заменить у 1 [2 У то К. = [$]. Это такая концентрация субстрата, 
при которой скорость реакции численно равняется половине максимальной скорости. Есть 
договоренность, согласно которой константой Михаэлиса Ки: называют такую концентра- 
цию, при которой скорость равняется половине максимальной скорости. 

Ки определяют при помощи кривой уравнения (16). Подставляют у = У/2 (рис. 11). 
На оси концентраций субстрата откладывают Ка. 


ОАт 5 
Рис. 11. 
66, 67). Чаще всего пользуются 
определяется несколькими графическими методами (65, 66, . 
М и Вшк (66) с графиком обратной величины уравнения (13): 

И Е 19 
вы 9) 
[$] У У 

а абсциссе 1/[$] то получается прямая 
Если на оси ординат откладывать величины 1/у, а на абсц} : $] ге 
.Наклон линии равен ут 


о 
== 


1 
а инату — в точке 
пересекающая абсциссу в точке = и орд 5 


(рис. 12а). Умножая уравнения (19) на [$] получаем: 





И (20) 
ааа 


Кривая [$]/У по отношению к [$] дает наклонение прямой = И/У аее пересечения с коорди- 
натами — Кз и Кз/У (рис. 125). 
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й дается несколько примеров. Произво- 
а чества субстратов на нескольких груп- 
льышого а Еаи: что даже небольшие ЕН 
Опыты на величину Кз. Это указы- 
ое влияние 7 у у 
значительн . Кинетические данные 
в строении и форме субстрата в  олекул фермента и а у в нескольких точках 
ет-на ильное сближ т воздействуют м 
вает на очень с ти субстра 
т что фермен ая ч. 
а о а участие определенн 
и что в ка’ 


центр“). 


ческих измере 
ачения кинети 

я иллюстрации зн: (ля бо. 
дил т определение величины К 


пах ферментов небольшой специфичности. 


асть фермента (т.н. „каталитический 





- [5] 
К5 0 (в) 





Рис. 12. 


Из кинетических исследований можно также делать выводы относительно характера т, 
связывающих фермент и субстрат. Так Кз принимает конечное значение только для пол 
жительно заряженных молекул субстрата, например, для трипсина. Можно предположить, 


что в данном случае связывание субстрата происходит при участии электростатических 
сил, аналогично солевым связям в белках. 


У ацетилхолинэстераз Кз уменьшает 
эфирах холина, употребляемых в ка 


омежуточного комплекса было возможно __ 
льзуясь техникой скоростной спект офотометрическо 

регистрации (68). Кривая концент| р то 
в первую секунду изображена на рис 


сакции, т.е. уравнение (4) и а" = 

—ч($]/ае = — 42/4 = к,.[7] [8$] (21) 
трать т нения конеитрацию фермента. [Е]. Лучше изменять 
ет следующую фр * Зависимость между [5], [2;] и [Е$] согласно 


[Е$] = 


Можно изменять ве 
концентрацию субс 
уравнению (7) име 








[Е] 
1+ +К, 2. [8] 
изменять [Е$ 


[Е] (22) 
1+ К Д$] 


] прибавле 
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й . Пере- 
Исследования кинетики дали детальную информацию о ходе сара: ив гы 
кись водорода и фермент реагируют, образуя зеленое соединение (тер: ии При большой 
оно является активным комплексом, дающим в дальнейшем продукты р: Е ааа 
концентрации Н.О» из зеленого соединения образуется красное (втор тя . 
оно неактивно, но у пероксидазы является промежуточным соединением. 


[в] 


а Г.) с. 


10 
: времз (сек.) 


Рис. 13. Графическое изображение трех фаз реакционной кинетики комплекса каталаза- 
- -Н.О, (Свапсе, 1952). 


Величина Кз активных комплексов необычайно мала — порядка констант диссоциации 
СО-гемоглобина. Скорости возникновения и распада активных комплексов фермент- 
я -субстрат весьма велики, константы скорости для реакций второго порядка составляет около 
о 107 сек" ‹ М7". 

я Определение константы диссоциации комплекса фермент-субстрат при различных тем- 
2 пературах позволяет вычислить стандартную энтальтию и энтропию реакций образования 
этого комплекса. Можно также вычислить энергию активации обусловленную связыванием 
фермента и субстрата. Для каталазы и пероксидазы она очень мала и составляет около 1,4 
) ккал/моль. Это указывает, на высокую эффективность столкновений реагирующих молекул. 


ВЛИЯНИЕ ИНГИБИТОВОР НА СКОРОСТЬ ФЕРМЕНТАТИВНОЙ РЕАКЦИИ 


Скорость ферментативной реакции зависит от рода и концентрации реаги- 
2) рующих веществ. Знание зависимости этой скорости от присутствия других 
соединений, помимо фермента и субстрата, нередко имеет большое практическое 
и теоретическое значение. 

Влияние разных соединений на скорость ферментативной реакции бывает 
обратимым или необратимым. Некоторые соединения вступают в специфи- 
ческие и необратимые реакции, тормозящие ферментативную активность 
р Е их исследование может пролить свет на механизм ферментативных процессов” 
Е римером является диизопропилфторфосфат, необратимо тормозящий 
55 гидролаз. Изучение обратимых перемен также выясняет механизм ен 
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тативной реакции, проходящей в присутствии 
Уравнение скорости Я ключения в уравнение нетормозимой реакции 
тем в 


получается пу 
ингибитора получ г Ш = в котором [1] представляет кон_ 
ы бщей форме К; 
выражения в = а К; \онстанту диссоциации комплекса фермент-ин- 
ингибитора, я 
центрацию 
гибитор. 
й ингибитором представляют следующим 
ь акции тормозимой ин 
Стехиометрический ход ре 
образом Кн а 


причем Е$ означает комплекс фермент-субстрат, ЕТ — комплекс фермент-ингибитор, 
а ЕЗ1 комплекс фермента с субстратом и ингибитором. . 

Принимая, что образование продукта реакции’ Р является практически необратимой 
реакцией (К..> К), можно пренебречь константой скорости реакции обратного направле- 
ния, К_,. Скорость тормозимой реакции будет 


У = К.[Е$] 


так как она определяется скоростью распада комплекса фермент-субстрат. 
Уравнения равновесия отдельных этапов реакции: 





ка= таке = я (23) 
1 
к. _ ШВ 
К: = —=8 = 24) 
вы, 0 , 
а ги ы Я (25) 


—' Выражение (8 нах, С концентрациями, а К; ингибиторной константой. 
заторможенной реакции: деляет соотношение максимальной скорости реакции и скорости 


ва _У а 
ы [8$] у = 
(а. 
№: я концентрация фермента [Е ‹] равняется сумме свободного и св 3 
Е = [Е] +[Е$] + [81 +[Е$ 1 йе 
Решение реакции (23—27 У 
) для у дает: 

ОКЕ 
я 19+) Г 
Это ответ для з 


комплек: 
сли Кы очень ела са с одной молекулой 


ние (28 если ко; ингибитора. я 
(28) упращивается: мплекс 5Т образуется © де, уравйе 


УЕ 
Ум) ей 





РУ 


УР 


Рис 








‹о с субстратом. 
Это означает, что фермент соединяется только с ингибитором или только убстр: 


С ‹ я. а). 

Такое торможение называется конкурентным (. мента, с которым 
Допускается, что ингибитор связывается с тем же активным центром фер 2 
соединяется и субстрат. экение сукцинатдегидроге- 


Имеется ряд примеров торможений конкурентного типа: тормо 
назы малонатом или ацетилхолинэстеразы простигмином. 
п овую константу Кр» то уравнение (29) принимает 


Если выражение К»(1 в принять за н: 
з 


следующую форму: 
А (30) 
Кр 
а 
5] 


тождественную с уравнением М1сВае!з и Мешеп. Влияние конкурентного ингибитора 


[08] 
выражается увеличением псевдоконстанты Михаэлиса на фактор (: + х./ Увприсутствии 
оз 





избытка субстрата остается неизменным для тормозимой и нетормозимой реакций. 
Если К; равняется Ка, т.е. ингибитор имеет одинаковое сродство с ферментом и с ком- 
плексом фермент-субстрат, то: 


у \ Ки Ш 

5 (+=) 6+8) = 
или 

а: поВЫЕ (32) 


(+8 (+) 


Такой тип торможения называется неконкурентным (Ъ). Пример: торможение фосфопи- 
руват-гидратазы (енолазы) фтористым ионом. 
Если принять, что 


Ур ыи 
м 
к: 
уравнение (32) принимает форму: 
т —\_ 
Пе (33) 
[5] 


и становится тождественным с уравнением М!сВае!$ и Мещеп, в котором величина Ур 
заменяет величину У. Последствием неконкурентного торможения является изменение 
максимальной скорости У при неизменной константе Михаэлиса. 

Влияние ингибиторов обоих типов (а и Б) на графическое выражение уравнения Михаэлиса 
иллюстрируют рис. 14 и 15. Стрелка указывает направление сдвига кривой в присутствии 
ингибитора. 


й Кт 5. 
=Кр 





а Г 


Рис. 14. Влияние ингибитора (а) конкурентного и (6) неконкурентного на скорость фер- 
ментативной реакции. 
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Рис. 15. Влияние ингибитора (а) 


< 
<& 


3- 


Я ий 


<” 
0 

# 

> 


= п 
4 
а 


конкурентного и (6) неконкурентного на кривую 
р. 
Тлпеу’еауег-ВигК. 


иожения состоит в определении начальных скоростей 


Определение Ка при обоих типах торм 
реакции с различны! о) те и |. ям субстрата. Лучше всего пользоваться графическим 
ли’ ми концентрациями о Л) ф 
и Л 


методом ГИхол (69). 








Неконкурентные 





Конкурентные [51] 





<& 
-ь 


[52] 
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И = (АВЕ 1 
(8) : (6) й 


Рис. 16. Определение ингибиторной константы (К) по методу О/хоп. $; и $. означают две 
разные концентрации субстратов. 


Третий тип торможения также называется неконкурентным, ингибитор при этом соеди- 


няется не с ферментом, а с комплексом фермент-субстрат. В этом случае К; = сои уравне- 
ние (28) упращивается: 


УК Ш 
"- (+2) т 


азида на цитохромоксидазу. Ингибитор 


соединяется с окисленной ф сагирует с восстановленной (свободный 


фермент). 
Еще один пример торможения заслуживает вни, 
субстрата. Принимая, что вторая молекула субстр: 


мания, а именно торможение избытком 
плексом фермент-субстрат образуя неактивный, 


ата может при этом соединяться с ком- 
третичный комплекс 
Е$+$ = Е$$, 


получаем уравнение скорости реакции: 


1+ ) 35) 

К . 
Оно тождественно с У 
Примером торможен: 


бстратом является гидролиз ацетилхо- 


печени. ‘миндальной кислоты липазой овечьей 
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ВЛИЯНИЕ рН НА АКТИВНОСТЬ ФЕРМЕНТОВ 


ость реакции, катализируемой 
еличине РН 
ское изобра- 
ает более 


Активность ферментов зависит от РН. Скор С 
ферментом, обычно достигает максимума при определенной в 
и резко снижается при ббльших и меньших величинах. Графиче 
жение зависимости скорости реакции от величины РН показыв: 
или менее крутой „оптимум“ рН. Это весьма важная величина, так как фер- 
ментативные тесты обычно проводятся при этом РН. 

Исследование зависимости активности фермента от РН невозможно при 
предельных величинах РН, так как при этом происходит необратимая дена- 





В 


Рис. 17. Влияние рН на Км и У для холинэстеразы действующей на ацетилхолин 1 
ь {хоп 
1953 и Гаёег, 1955). = 


турация фермента. В пределах рН, в которых белок не изменяется, реакция 
среды оказывает обратимое влияние на ферментативную активность. 

Оптимум РН является результатом взаимодействия ряда факторов. Опти- 
мум может быть результатом обратимого влияния на максимальную скорость 
реакции У или же результатом воздействия на сродство субстрата к фер- 
менту. При исследовании активности фермента в более широком диапазоне РН, 
реакция может необратимо инактивировать фермент по обеим сторонам опти- 
мума. Это легко доказать, инкубируя ряд проб в буферах с разным РН, с но- 
следующим изменением рН, согласно условиям теста, и определением актив- 
ности фермента. 

Можно исключить влияние рН на сродство (связывание субстрата), при- 
меняя высокие концентрации субстрата так, чтобы насытить им фермент. 
Таким образом создаются оптимальные условия для исследования РН на 
ферментативную активность. Рекомендуется производить достаточное коли- 
чество измерений для каждого РН, чтобы вычислить У и К... 

Большинство графических изображений зависимости активности фермента 
от РН представляет собой сложные кривые, иллюстрирующие влияние РН 
на У и на Ки. Примеры влияния РН на Ки У изображены на рис. 17. 
На оси ординат откладываются рК» = — 108 Ки, на оси абсцисс — вели- 
чины рН. 
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тивной активности при различных РН обусловлива- 
а’ [7 

степени ионизации составных частей системы. Учитывая, 
ются изменениями ность проявляется обычно в довольно узком диа- 
что каталитическая актив ко одна из многочисленных возможных 


ожно полагать, что толь м 
ны фермента обладает каталитической и нЕ, 
аа из ионных форм каталитического центра. Поэтому влияние р ско- 


То Тему имая, что активность 
нному способу, прин В Н 

р ь реакции исследуют по упроще: 

зависит от кислотных и щелочных групп в каталитическом центре или по- 


близости. | 
Субстрат и комплекс фермент-субстрат также могут подвергаться измене 


ниям в отношении степени ионизации диссоциирующих групп, в зависимости 
от РН. 


Изменения фермент: 


Если субстрат существует только в одной форме в исследуемом диапазоне РН, то изме- 
нения скорости реакции могут происходить только от изменений У или К. У может изме- 
няться, как явствует из уравнения (9—10), если изменяется К,», [Е] или [2]. Величина 
К,» может быть функцией электрического поля, действующего в каталитическом центре. 
Если только одна из ионных форм каталитического центра способна катализировать реакцию, 
так что К,» равняется нолю или принимает определенную величину, то легче интерпретиро- 
вать влияние рН принимая, что колеблется концентрация активного фермента [Е]. 

Обычно рассматривают влияние рН на скорость ферментативной реакции с учетом иони- 
зации двухосновной кислоты, т.е. пользуясь представлениями только о двух ионизирующих 
группах фермента (каталитического центра). Следовательно, можно постулировать существо- 
вание трех форм фермента: ЕН, +, ЕН и Е— разнящихся между собой только содержанием 
водородного иона. ЕН представляет собой активную форму. Это относится к ацетилхолин- 
эстеразе (70). Реакция идет по следующим этапам: 


(а) ЕН$ => ЕН-+-Н+ константа диссоциации Кен; 
(5) ЕН=Е--- Н+ константа диссоциации КЕН 


Кн кн 
(© ЕН+$— *ЕН$-  >ЕН+Ь 
к к, 


Для этого фермента необходимо добавочно учесть торможение субстратом: 
(4) Е$+$ = Е$$ константа диссоциации Кзз 

Уравнение соотношения скоростей реакции для стационарного состояния: 

У КН] КаКен 


+ [5] + [$]°)/Кзз 





(31) 


у ен + НН 
скорость реакции при оптимуме рН. 

Изуравнения вытекает, что вы 
[НН] или [ОН-]. 


причем у, = 


У. 
ажение —®- р р 
. ние ы изменяется линейнов зависимости от изменений 


ыы или ферментом и ингибитором при 
— — 08 [$]. ар! = —1юв [1]. В таком случае 


Е 
б 
Е 

стратом принимает следующую логарифмическую 
РКз — 108 [Е$] (2) ы 
п 
ингибитора и выраженной уравнением н 


имеется 


33) 
рГ = рК; — 105 т ( 





ть степени диссоциации от РН раствора» 


Представляя в графической форме зависимое |: ы 
т е- ре которая тождественна с кривой зависи 


получаем типичную кривую в виде буквы $, В. яние 
|. Е 6 ментом. Вли: 
мости р$ или рГ от степени связывания субстрата или ингибитора ферме! 


2: ни- 
РН на степень связывания фермента с субстратом или ингибитором зависит от ке ио 
зации свободного или связанного фермента. Эту зависимость выражает уравне 

РКз = РКзо- 05(8$) — 105(Е) — 1089(5) 

в котором рКзо означает величину рКз для неионизированной системы, а Ф(Е$), $(Е) и $(5) 
являются функциями рН для Е$, Е и $. Эти функции имеют следующую форму 
К: га а кк 
НВ 


(34) 


ит. д, 





т 1 


где Ки, К. и т.д. являются константами ионизации кислых групи соответственно к 0, 1, 2 
или большему количеству ионизированных групп. 

Особый интерес представляют зависимости между рН и рКз или рК:. Наклон кривой 
рКз или рК: по отношению к рН численно равняется изменению заряда при диссоциации 
комплекса фермент-субстрат, или фермент-ингибитор. Каждое изменение направления кри- 
вой соответствует ионизации одной группы в одном из компонентов ферментативной систе- 
мы, т.е. в ферменте, субстрате или ингибиторе. 

Помимо сказанного, кривая дает следующую информацию: наклон кривой указывает на 
связь между ферментом и субстратом, изгибы кривой говорят о величинах рК. для групп, 
находящихся в активном центре. Из мнимых величин рК. для комплекса фермент-субстрат 
можно делать выводы о сути процесса активации. 

`У нескольких ферментов была исследована зависимость между отрицательным логариф- 
мом константы Михаэлиса, рКи и РН. Рис. 18 представляет графическое изображение этой 
зависимости. 





об р Ее 


Рис. 18. Изменения рКиа в зависимости от изменений рН. А — для уреазы; В — для кар- 

боксипептидазы; С — для холинэстеразы; Г — для аргиназы; Е — для фосфатазы; 

Е — для ксантин-оксидазы (ПОхоп, 1953, а также Меигай и ЗсВ\ег, 1950, карбоксипеп- 
тидаза). 


Особенно интересны кривые рис. 19. Они изображают зависимость гидролиза трех арил- 
сульфатов бактериальной арилсульфатазой. Изменения направления при РН 7,6—7,9, 
при 8,0—8,2 и 9,2—9,4 являются общими для всех трех субстратов. Так как ни один из них 
не обладал (на основании кривой потенциометрического титрования) ионизирующими груп- 
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и 


пами с рк приближенным к этим величинам; они, по-видимому, 


фермента или комплекса фермент-субстрат. 
писывается ионизации комплекса, а изменени 
зации свободного фермента. Изменение при 





50 70 80 90 100 РН 


Рис. 19. Изменения рКи: в зависимости от изменения рН для (А) нитрокатехолсульфата, 
(В) п-нитрофенилсульфата и (С) п-ацетилфенилсульфата в качестве субстратов (Род8зоп 
и сотр., 1955). 


неа ыы: о труппы субстрата (рН которой равно 6,9); изменение 
кривой при исхо, й 

и РН 7,0 про дит от ионизации этой группы в комплексе 
Влияние рН на Ки, У и скорость ферментативных реакций описал Га ег (72). 


Для ряда изученных ферментативных реакций были получены данные, 
и на участие двух ионизирующих групп в каталитическом цен- 
сн фо олинэстеразы, у всех исследуемых ферментов 
рая дает продукть рма комплекса фермент-субстрат (ЕЗН), кото- 

дукты реакции. Для пепсина, ацетилхолинэстеразы, бета-амилазы 


#56) 
с ферментом. Ионы металлов а металлический ион соединяет субстрат 
и переносящих се в каталитичес- 
алл. ст детальный кинетич электроны. 
металлами в статье УаЦее (73). еский анализ активации ферментов 
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относятся к характеристике 
Перемена направления поблизости рН 7,6 при- 
я при РН приближенном к 8,2 и 9,4 — иона. 
РН вблизи 6,6 для субстрата А соответствует 





гу АА рЕРАИЙ 


ВЛИЯНИЕ ТЕМПЕРАТУРЫ НА СКОРОСТЬ ФЕРМЕНТАТИВНОЙ РЕАКЦИИ 


С ростом температуры ускоряется ферментативная реакция. Дойдя до 
известного оптимума, при данных условиях, скорость реакции понижается, 
обычно впоследствии термической инактивации фермента или тепловой 
денатурации. г. 

Влияние температуры на активность фермента, мерой которой является 
начальная скорость реакции, может быть весьма сложным. Это касается 
в первую очередь стойкости фермента, затем скорости распада комплекса 
фермент-субстрат, сродства фермента с активаторами или ингибиторами, 
функции РН всех составляющих реагирующей системы, обусловленных из- 
менениями их рК, связанными с теплотой ионизации. 

Влияние температуры на стойкость фермента исследуют подвергая послед- 
ний воздействию разных температур в течение определенного времени и из- 
меряя впоследствии его активность в условиях, гарантирующих стойкость 
фермента. Влияние температуры на сродство исключается путем насыщения 
фермента субстратом или ингибитором, с тем чтобы изучать влияние темие- 
ратуры на максимальную скорость реакции, У. Можно также произвести 
анализ зависимости константы Михаэлиса, К», от температуры и даже в НЕ 
которых случаях изучить влияние температуры на три константы реакции 
к, ктик,». Отдельно определяют влияние температуры на РК компонентов 
реактивной системы. 


Типичный ход скорости реакции и зависимости от температуры иллюстри- 
рует диаграмма (74). 


Количество предращенноо састрата 





2 Н Время ь 


Рис. 20. 


Первоначально эта скорость, измеряемая количеством превращенного или 
разложенного субстрата увеличивается до определенного оптимума, а потом 
падает. Оптимальная температура также не постоянна. Она понижается 
с удлинением времени измерения активности фермента. Это явление вызы- 
вается двумя различными причинами, а именно или ростом начальной ско- 
рости реакции или разложением фермента при более высокой температуре. 

Скорость инактивации ферментов в растворе резко повышается с темпера- 
турой. Большинство ферментов необратимо теряет активность при темпера- 
туре выше 65° и лишь немногие выдерживают кратковременное кипячение 
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Инактивация фермента 
ипсин при РН 1. Е 
а, аденилаткиназа, тр урный к ы 
(рибонуклеаз е ыы последствием денатурации белка. Температур: оэффи 
Е и значительно выше, чем для других реакций, за 
циент этой Е белка. Параллельность процессов инактивации 
В орееных независимыми способами, была доказана для 
и денатурации, 


ряда ферментов. инактивации ферментов преимущественно зависит 


ской 
о наблюдается диапазон РН, при котором фермент 


сохраняет стойкость, необязательно пост аж к Ряд 
ферментов теряет активность уже ниже РН 5 или р ыы . ри 
анализе влияния температуры на ферменты применяется широки диапазон 
РН. Также и другие факторы влияют на параметры инактивации: концен- 
трация белков, предохраняющее действие субстратов, ионная сила растворов 
и т.п. Сухие ферменты сохраняют активность при намного более высокой 
температуре. Поэтому рекомендуется лиофилизировать ферменты предназна- 
ченные для хранения. 

Коэффициент температуры химической реакции определяется уравнением 








о скорость реакции при (Т® -{ 10°) 
и скорость реакции при Т° 
имеющим отношение к уравнению Аррениуса для энергии активации 


А 
2,303®  Тл, 


Исследование температурного коэффициента в ферментативных реакциях 
дало результаты от 1,4—2,0. Во всех случаях температурные коэффициенты 
в ферментативных реакциях были ниже, чем в реакциях некатализируемых 
или катализируемых без участия ферментов. Соответственно ниже была 
и энергия активации ферментативных реакций. 

Кинетика ферментативных реакций пр 
турах играет большую роль в попытках й 
станта равновесия К. и абсолютная кон 


динамическими функциями 


(@) — ВТЬК = 46° — АНо — Тдбо — До 
(©) — ВТык+ ВТЫ (КГ) — Дб — з 





105 Ош = 


в которых С°, Но, $0 и Ко 
дартных условиях, а именно свобо, 


ия энергию, 





При заданной концентрации активного фермента можно также определить 
изменения стандартной энтропии активации, 1$9°*. Сравнение данных по- 
казало, что энтропии активации ферментативных и неферментативных Рре- 
акций имеют один и тот же порядок. Итак, более высокая эффективность 
ферментативного катализа является результатом уменьшения теплоты акти- 


вации. Сравнительная сводка нескольких примеров представлена в таблице 4. 











Таблица 4 
Теплота активации катализируемых и некатализируемых реакций (76) 
Субстрат Катализатор Но* (ккал/моль) 
Перекись водорода отсутствует 18,0 
{ 13,5 
каталаза 6,4 
Сахароза н+ 25,6 
В-фруктофуранозидаза 11,0 
Углекислота отсутствует 20,5 
карбоангидраза 11,7 
Мочевина н+ 24,5 
уреаза 12,5 





Еуге и сотр. (77) предполагают, что активированный комплекс фермент- 
-субстрат (переходное состояние) немногим отличается от нормального, так 
как прирост энергии, приблизительно на 20 ккал. (для преодоления энерге- 
тического барьера этого состояния) может лишь в незначительной степени 
деформировать или растянуть связи. С другой стороны, было доказано (78), 
что активный центр и чувствительные химические группы субстрата иногда 
подвергаются заметным деформациям при активации комплекса фермент- 
-субстрат. 

Определение константы диссоциации комплекса фермент-субстрат при 
различных температурах показывает изменение стандартной теплоты (АН°) 


} Активиробанный комплекс 


АН ня 










Комплекс 
фумарала- 


й 
ат 15 ккал. 





Конплекс фумарат- 
-малат 





м 
координата реакции 





Рис. 21. Изменения энтальтии реакции гидратации фумарата в малат (Маззеу, 1953). 
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$9) образования комплекса фермент-субстрат 


Сумма теплоты образования и теплоты активации комплекса фермент-суб. 


страт, как для прямой, так и для обратной реакции представляют ту же 
величину, что и суммарная теплота реакции. Это положение подтвердилось 


исследованиями Маззеу (79) на фумаразе, катализирующей реакцию: 


малат = фумарат + Н.О 


и стандартной энтропии (1 


Автор составил диаграмму изменений энтальпии в ходе этой реакции (рис. 
21), или ее энергетический профиль. 

Имеется очень мало данных о теплоте и энтропии активации для образо- 
вания и диссоциации комплекса фермент-субстрат, так как константы ско- 
рости, К. и К; известны лишь у немногих ферментов. Однако известно, что 
образование первичного комплекса между каталазой и ее субстратом требует 
небольшой теплоты (около 1,4 ккал./моль). 


а) 9 


`Денатиурироданная 












Активированный комплекс 


Активированный комплеке 
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Рис. 22. Кривая изменений АН 
о во время (а) денатурации т ипсина; й хими- 
р р. а; (6) при обычной хими 
а инактивируются необратимо. В таких 
т велика, также, как и температурный ко- 
а ях денатурация фермента обратима, и тогда 
я между активной и неактивной формой фер- 











ная каталитическая специфичность имеет огромное значение для организации 
метаболических путей, характерных для живого вещества. Эффективность 
и организация внутриклеточных биохимических реакций в значительной 
степени зависит от избирательной активности ферментов, которые при боль- 
шом количестве субстратов и возможных химических реакций регулируют 
только одну. Итак, каталитическая специфичность направляет течение ре- 
акций по соответствующим метаболическим путям. 

Существует широкий диапазон специфичности среди ферментов. Во многих 
случаях фермент действует только на одно определенное химическое соеди- 
нение или на одну из возможных пространственных конфигураций, произ- 
водя в нем определенные химические превращения. В других случаях он 
действует на группу соединений, сходных по структуре, катализируя одну и ту 
же реакцию. Субстраты этой реакции обнаруживают, как правило, основное 
сходство структуры, и можно легко определить, какая химическая группи- 
ровка, присущая всем соединениям, обусловливает каталитическую актив- 
ность. В ферментах с мало выраженной специфичностью необходимая для 
активности часть структуры субстрата, например эфирная связь, является 
малой частицей молекулы, так, что остальная часть молекулы субстрата может 
быть разной структуры. 

Исследовать специфичность ферментов нелегко; поэтому взгляды на спе- 
цифичность отдельных ферментов довольно часто меняются, по мере совер- 
шенствования исследовательской техники. Основным условием является 
особая чистота ферментных препаратов и субстратов. Болышинство собран- 
ных до сих пор данных касается ферментов, загрязненных в болышей или 
меньшей степени другими ферментами, иначе действующими на тот же суб- 
страт. Лишь небольшое число ферментов было получено в настолько гомо- 
генном состоянии, что можно было окончательно определить их каталити- 
ческую специфичность. Также и удовлетворительная очистка субстрата 
играет болышую роль, особенно в тех случаях если неактивный простран- 
ственный изомер может тормозить исследуемую реакцию. 

Для исследования специфичности пользуются в качестве сравнительного 
субстрата таким соединением, которое разлагается данным ферментом с наи- 
большей скоростью, и находят оптимальные условия для этого теста. Другие 
возможные субстраты для этого фермента исследуются при тех же условиях 
концентрации, температуры, РН, рода буферов и ионной силы. Для полу- 
чения количественных данных составляют диаграмму Глпе\уеауег и ВигК для 
каждого субстрата и определяют У и К. путем экстраполяции. Затем произ- 
водят те же исследования при различных РН, так как отдельные формы 
диссоциации субстратов могут отличаться разной степенью сродства с фер- 
ментом, и тем самым давать различные кривые зависимости У и К, от рН. 
Для каждого опыта отдельно определяют У и К. чтобы изучить влияние 
структуры субстрата на его сродство с ферментом и на стоикость комплекса 
фермент-субстрат. к +. 

Если даже фермент действует оКонилюни» на один определенный суб- 
страт, то можно исследовать влияние структуры субстрата на сродство с фер- 

ментом, используя конкурентное а ингибиторами, при У = О. 
В этих случаях вместо Ка вычисляют Ё4. у 

Если один и тот же ферментный препарат катализирует две разные реакции 

(например трипсин, разрывает пептиды и пептидные эфиры), и если он не 

яет всем требованиям гомогенности, необходимо установить, что 
ей мент несет ответственность за две каталитические функции. 
ак ню будет считать доказанным, если в процессе много- 
ых и разнородных фракционирований не удается разделить эти 
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е сведения дает также изучение соотно- 
и и во время инактивации фер- 
зличные денатурирующие факто- 
енном отношении на разные ферменты. 
«но также использовать для определения числа 
сент катализирует более одного типа реакции, ра- 


Существенны 
й во время очистк 
что ра 


функции по фракциям. 
шения обеих активносте 
мента, так как трудно предположить, 
ры одинаково подействуют в количеств 
Влияние С мо: 
ерментов. Если один ферм: ен Е 
= субстраты должны показать одну и ту же ну НЫ Е поло 
тельный результат пробы со смесью субстратов, т.е. у р. реакции 
с страта по отношению к тесту с одним субстратом 


путем добавления второго суб Е 
может указывать на присутствие более одного фермента в исследуемом пре- 


парате. 
И. необходимо подчеркнуть значение ионов металлов, которые могут 


влиять на диапазон специфичности фермента, в зависимости от рода иона. 
Различные группы ферментов заметно отличаются друг от друга по степени 
специфичности. Многие ферменты обладают высокой специфичностью. Это 
относится главным образом к оксидоредуктазам, синтетазам и фосфокиназам, 
а также к некоторым гидролазам. Если катализируется двухмолекулярная 
реакция, то специфичность касается обоих субстратов. В некоторых случаях, 
однако, фермент бывает высоко специфичным для одного субстрата (НАД), 
а мало специфичным для второго (спирты). Таким ферментом является на- 
пример алкоголь-дегидрогеназа. В числе малоспецифических ферментов на- 
ходятся некоторые гидролазы (эстеразы и пептидазы), действующие на ши- 
рокий ассортимент субстратов типа эфиров и пептидов, хотя и среди них 
встречаются отдельные ферменты с высокой специфичностью по отношению 
к субстратам. 
Существуют немногие ферменты с двойной специфичностью по отношению 
к химически различным субстратам. Так, ксантиноксидаза, которая отлича- 
ется большой избирательностью по отношению к пуриновым основаниям, 
окисляет также разные альдегиды, а оксидаза печени, помимо альдегидов, 
окисляет производные пиридина. Также редко встречаются случаи катализа 
двух разных реакций у одного и того же субстрата. К ним принадлежит дейс- 
твие малат- и изоцитрат-дегидрогеназы (декарбоксилирующей), которые могут 
декарбоксилировать или восстанавливать соответствующие кетокислоты. 
Основной чертой специфичности ферментов является факт, что они изби- 
рательны не только в химическом, но ив пространственном отношении. Это 
значит, что они действуют на субстраты или производят продукты, содер- 
жащие асимметрические атомы углерода, причем они активны только по от- 
Е К одному из зеркальных изомеров. Специфичность этого типа аб- 
я ды ферментов типа рацемаз, в которых обе формы 
этап промежуточного Е друг в друга. Реакция проходит всегда через 
Если фермент действует аа ие котором нет асимметрического углерода. 
В о одна ует на рацемическую смесь форм О- и Г.- то разлагается 
реакция прекращается с исчезновением половины суб- 


ны т тЫ содержит только один из пространственных изомеров. 

зируемого анионы »асимметрическим синтезом“, в отличие от катали- 
Если в реакции об синтеза, при котором всегда получается рацемат. 

образуются два асимметрических центра, то каждый из 

лияние на ферментативную специфичность. На- 


фермента, например аллотрео: 











треонин. Каждый из этих ферментов пространственно абсолютно специфичен 
и различает два соседних центра асимметрии. 

Активность фермента зависит также от других типов геометрической изо- 
мерии. Если субстрат имеет конфигурацию цис- или транс-, то фермент 
реагирует лишь с одной из пространственных конфигураций. Фумарат гидра- 
таза (фумараза) например, действует только на фумарат, а не действует на ма- 


леинат. Из малата под влиянием фумаразы получается только фумарат, а не 
малеинат. 


СН. С007 нСс.с00- 

| | 

СН-С007 -0ОС СН 
малеинат фумарат 


Есть однако, ферменты, действующие на оба геометрических изомера 
(цис-транс). Это т.н. цис-транс изомеры. 

Некоторые ферменты различают химические группы в симметрично по- 
строенных молекулах. Примером является глицероль-киназа, катализиру- 
ющая следующую реакцию: 


СН,ОН сн.он 
| | 
НО-—С—Н +АТФ = Но-С-Н +АДФ 
| 
СН,ОН СН,ОРО,Н, 


в которой один из « углеродов глицерина был мечен “С®. 

Фосфорилирование происходит всегда на одной и той же первичной алко- 
гольной группе, а не на обеих. Подобное различие между симметричными 
химическими группами встречается и в некоторых других ферментативных 
реакциях. 

Этот тип специфичности фермента объясняется тем, что несмотря на со- 
вершенно симметричное строение субстрата, последний может связаться 
с ферментом только в одном положении. Это имеет место тогда, когда группы, 
связывающие субстрат в каталитическом центре, соединяются с тремя любыми 
подставляемыми группами субстрата. 

Еще один тип пространственной специфичности встречается при окисли- 
тельно-восстановительных реакциях, катализируемых ферментами, активную 
группу которых составляет НАД. Дегидрогенация происходит на пиридино- 
вом ядре в положении 4, причем из двух тождественных атомов водорода 
отрывается только один, согласно уравнению: 


н 
СО» МН, +2е+н* [И со—мн, 
—2е,-Н* 





Лактатдегидрогеназа специфична по отношению к определенному атому 
водорода из этой пары, находящемуся под плоскостью кольца (альфа). Глице- 
рофосфатдегидрогеназа переносит только атом водорода, находящийся над 
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анственной избирательности 
Существование простр 
плоскостью ядра (бета). е к одному атому водорода в суб- 


лактатдегидрогеназы по отношению только 
страте иллюстрирует схема. 





Многочисленные примеры‘ специфичности ферментов” собрали ГИ хоп 
и \ХеЬь (50). Дискуссию над механизмом пространственной специфичности 
провел в последнее время Сиеииа (87). Он обратил внимание на то, что 
избирательная специфичность ферментов может относиться к каждому из двух 
основных актов ферментативного катализа. Первым из них является обра- 
зование комплекса фермент-субстрат, вторым — изменение электронной 
конфигурации связи или активации субстрата. 

Примером специфичности образования комплекса являются пептидазы. Об- 
разование комплекса фермент-субстрат зависит в данном случае от геометрии 
специфической группы субстрата, тесно прилегающей к поверхности фермента. 
Очередной акт, образование химической связи между реактивной группой 
субстрата и реактивным центром фермента, зависит от структурной и электрон- 
ной конфигурации этого центра. 

У разных ферментов эти два типа специфичности в неодинаковой степени 
влияют на эффективность катализа. Это объясняет разную активность фер- 
мента по отношению к ряду субстратов приближенной структуры. 

Явления избирательной специфичности ферментов определяют развитие 


понятий об отношении фермента к субстрату и должны быть приняты во 
внимание в каждой теории механизма ферментативного катализа. 


КЛАССИФИКАЦИЯ И НОМЕНКЛАТУРА ФЕРМЕНТОВ 








КЛЮЧ* К НУМЕРАЦИИ И КЛАССИФИКАЦИИ ФЕРМЕНТОВ 























Номер Систематическое Тривиальное (рабочее) Реакция 
(шифр) | название название 
1. ОКСИДОРЕДУКТАЗЫ 
1/1. Действуют на СН-—ОН группу доноров 
1.11 Акцептором служит НАД или НАДФ 
1.1.1.1 | Алкоголь: НАД-оксидо- Алкогольдегидрогеназа | Алкоголь + НАД == аль- 
редуктаза дегид или кетон + НАД + 
. н, 
1.1.1.8 | Г-глицерол-3-фосфат: Глицерофосфат-деги- Г.-глицерол-3-фосфат- 
`НАД-оксидоредуктаза дрогеназа. +НАД = диоксиацетон- 
фосфат + НАД .Н, 
1.1.1.27 | Г-лактат: НАД-оксидо- Лактатдегидрогеназа Г-лактат -- НАД = пиру- 
редуктаза ват | НАД.Н, 
1.1.1.47 | В-О-глюкоза: НАД(Ф)- Глюкозодегидрогеназа В-О-глюкоза+НАД(Ф)= 
-оксидоредуктаза = О-глюконо-д-лактон-> 
+-НАД(Ф) . Н, 
1.1.2 Акцептором служит цитохром 
1.1.2.1 | Г.-глицерол-3-фосфат: Глицерофосфат-деги- Г.-глицерол-3-фосфат-- 
цитохром-с-оксидоре- дрогеназа +феррицитохром с=дио- 
дуктаза ксиацетонфосфат--фер- 
Тоцитохром с 
1.1.3 Акцептором служит О, 
1.1.3.4 | В-О-глюкоза: О,-оксидо- | Глюкозооксидаза В-О-глюкоза+-0, = Р- 
| редуктаза -глюконо-д-лактон-- Н,О, 
1.2. Действуют на альдегидную или кетонную группу доноров 
1.2.1 Акцептором служит НАД или НАДФ 
1.2.1.12 | О-глицеральдегид-3-фо- | Глицеральдегидфосфат- -глицеральдегид-3-фо- 
сфат: НАД-оксидореду- | дегидрогеназа; триозо- | сфат-+-фосфат+НАД— 
ктаза  (фосфорилирую- | фосфатдегидрогеназа =р-1,3-дифосфоглице- 
щая) | риновая кислота+ НАД. 
. Н, 
1.2.2 Акцептором служит цитохром 
ват: цитохромокси- | Пируватдегидрогеназа Пируват + феррицито- 
1222 нь р хром = ацетат + СО, + 
дор + ферроцитохром 
1.2.3 Акцептором служит О, 
= ‘аза. Ксантин + Н.О О, = 
ду! 
1.2.4 Акцептором служит липоат 
ый - | Пируватдегидрогеназа Пируват -+ окисленный 
1.2.4.1 | Пируват: липоат-оксидо у липоат = 6-5-ацетилги- 





редуктаза 
щая акцептор) 


* В сокращенном виде. 


5 — Клиническая ферментология 


(ацетилирую- 








дролипоат -- СО, 






















Номер 
(шифр) 


131.3 


1.3.21 


1.3.2.2 


1.3.991 


1.4.1.3 


1.4.3.1 
1.4.3.2 
1.4.3.3 
1.4.3.4 


1.4.3.6 


Систематическое 
название 


1.3. 


4,5-дигидрокортизон: 
:НАДФ-оксидоредуктаза 


1.3.2 Акцептором 


Бутирил-КоА: цитохром 
с-оксидоредуктаза 


Ацил-КоА: цитохром с- 
-оксидоредуктаза 


1.3.99 Используют 


1.3.1 Акцептором служит НАД или НАДФ 





'Тривиальное (рабочее) 
название 


Реакция 
| 





Кортизонредуктаза 


служит цитохром 


Бутирил-КоА-дегидро- 
геназа 


Ацил-КоА-дегидроге- 
наза 


другие акцепторы 





Сукцинат: (акцептор)- 
-оксидоредуктаза 


Т.-глутамат: НАД(Ф)-ок- 
сидоредуктаза  (дезами- 
нирующая) ' 


-аспартат: О,-оксидо- 
редуктаза (дезаминирую- 
щая) 

ТГ.-аминокислота: О,-ок- 
сидоредуктаза  (дезами- 
нирующая) 
-аминокислота: О,-ок- 
сидоредуктаза (дезамини- 
рующая) 

Моноамин: ыы 
дуктаза езаминирую- 
а рую 





1.5.1.3 


15.14 | 


Диамин: О,-окси; 5 
ктаза (д - и. 


1.5. Действуют на С—МН группу доно 
1.51 'Акцептором служит НАД или НАДФ 


5,618-Тетрагидрофо- 
аа оКоидоре- 


ао: 


“Р-оксидоредуктаза 


1.4.3 Акцептором служит о. 


Сукцинатдегидрогеназа 


Глутаматдегидрогеназа 


-аспартат-оксидаза 
Оксидаза Т.-аминокислот 
Оксидаза Р-аминокислот 
Моноаминоксидаза 


Диаминоксидаза; гиста- 
миназа 





Тетрагидрофолят, м 
О фолятдегид: 


Дигидро к 
фолятдеги, ‚дро: 


Действуют на СН—СН группу доноров 


4,5-дигидрокортизон -- 
+НАДФ = кортизон + 
+НАДФ.Н, 


Бутирил-КоА -- ферри- 
цитохром с = кротонил- 
-КоА -- ферроцитохром с 


Ацил-КоА  -- феррицито- 
хром с = 2,3-дегидроацил 
-КоА -- ферроцитохром с 


| 

Сукцинат -- акцептор = 
фумарат -- восстановлен- 
ный акцептор 


1.4. Действуют на СН—МН, группу доноров 
1.4.1 Акцептором служит НАД или НАДФ 


Т.-глутамат + Н.О + 

+ НАД(Ф) = 2 оксоглу- 
тарат + МН, + НАД(Ф)* 
-Н, 


Ш-аспартат + Н.О-- О, = 
= оксалоацетат + МНз+ 
+Н.о, 

Т.-аминокислота -- Н.О-+ 
++ О, = а-кето (2-оксо)ки- 
слота + МН, ++ НО. 
-аминокислота -- Н.О+ 
+0, = а-кето (2-оксо)- 
кислота + МН, + Н:0» 
Моноамин -- Н.О-+ О, = 
= альдегид-- МНз-+ НО: 


Диамин--Н.О-+0О, = 
= аминоальдегид +ЕМНУ+ 
+Н.0, 


ров 


5,6,7,8-тетрагидрофолят 
НА не = Тб-дитии" 
рофолят+НАД(Ф) ° "3 
7,8-дигидрофолят-+ 
+НАДФ = фолят+ 





+НАДФ . Н, 





5* 








Номер 
(шифр) 


Систематическое 
название 


Тривиальное (рабочее) 
название 


т 
| 
| 


Реакция 





1.6.2.1 


1.6.4.2 


1.6.4.3 


1.6.5.3 


1.6.5.4 


1.6.99.1 


1.8.4.1 


1.9.3.1 


1.10. Дей 


1.10.3.1 


НАДФ-Н,: НАД-окси- 
доредуктаза 


1.6.2 Акцептором 


НАД-Н.: цитохром с- 
-оксидоредуктаза 


НАД(Ф).Н.: глутатион- 
оксидоредуктаза 


НАД.Н,: липоамид-ок- 
сидоредуктаза 


НАД(Ф)-Н.: убихинон- 
оксидоредуктаза 


НАД(Ф)-Н.: окислен- 
ный аскорбат-оксидоре- 
дуктаза 


1.6.99 Используют 


НАДФ.Н.: (акцептор)- 
-оксидоредуктаза 


1.8.4 Акцептором служит 


Глутатион : ГОМОЦИсТинН- 
оксидоредуктаза 


Цитохром с: О-оксидо- 
редуктаза 


о-дифенол: О»-оксидоре- 
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дуктаза 


НАД(Ф)-трансгидроге- 
наза 


служит цитохром 


НАД-Н,-цитохром с-ре- 
дуктаза 


1.6.4 Акцептором служит дисульфидное соединение 


Глутатионредуктаза 


Липоамиддегидрогеназа 


1.6.5. Акцепторами служат хиноны или родствен- 
ные им соединения 


Убихинонредуктаза 


Дегидроаскорбатредук- 
таза 


другие акцепторы 


НАДФ-диафораза 





дисульфидное соединение 


Глутатион-гомоцистин- 
трансгидрогеназа 


1.9.3 Акцептором служит О, 


Цитохромоксидаза 





Катехолоксидаза 


1.6. Действуют на НАД .Н, или НАДФ . Н, в качестве донора 
1.6.1 Акцептором служит НАД или НАДФ 


НАДФ-Н, + НАД = 
=НАДФ-+ НАД-Н» 


НАД:Н,-+феррицито- 
хром с =НАД-- ферроци- 
тохром с 


НАД(Ф)-Н,-{ окислен- 
ный глутатион = 

= НАД(4>) + 2 восстано- 
вленный глутатион 


НАД-Н,-окисленный 


липоамид = НАД-вос- 
становленный липоамид 


НАД(Ф)-Н, + убихинон= 
=НАД(Ф) + дигидроуби- 
хинон 

НАД(Ф).Н, +окислен- 


ный аскорбат=НАД(Ф) 
-аскорбат 


НАДФ.Н, +акцептор = 
= ФФ -- восстанов- 
ленный акцептор 


1.8. Действуют на серусодержащие группы доноров 


2 восстановленный глу- 








татион--гомоцистин =” 
окисленный глутатион + 
+2 гомоцистеин 


1.9. Действуют на группы гема доноров 


4 ферроцитохром с--0,— 
= 4 Феррицитохром с' +. 


ствуют на дифенолы и родственные им соединения в кач и ы 
1.10.3 Акцептором служит о. ро 


2 о-дифенол 2 
-хинон ЧН 2 о- 
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Номер Систематическое Тривиальное (рабочее) ик 
(шифр) название название 
1.11. Действуют на Н.О, в качестве акцептора 

1.11.1.6 | Н.О,: Н.О»-оксидоредук- | Каталаза Н,О,-+Н.О, = 0,-+2Н,0 

таза 

5 и - | Пероксидаза Донор-+Н.О, = окислен- 

ТВ Е Ы оксидоре ер д: а 
1.1.1.8 | Йодид: Н.О,-оксидоре- | Йодид-пероксидаза; йод- Йодид--Н,О, = йод+ 

дуктаза иназа +2Н.0 


1.99. Прочие ферменты, использующие О, в качестве окислителя 
Природа реакций еще не совсем ясна; рекомендаций по систематическим наименованиям 


не дается (дополн. перев.) 
























1.99.1 Гидроксилазы 
1.99.1.2 Фенилаланин-4-гидро- |ГидроксилируетТ.-фенил- 
ксилаза аланин в Г.-тирозин; в ре- 
акции участвуют НАДФ. 
*Н., а также два белка и 
производные фолиевой 
кислоты 
1.99.1.4 Триптофан-5-гидрокси- Гидроксилирует Г.-трип- 
лаза тофан в 5-окситриптофан 
1.99.17 ы 
я Стероид-И-В-гидрокси- | Гидроксилирует стерои- 
по ды в 11-В-оксистероиды. 
Одним из участников ре- 
акции является НАДФ: 
*Н. 
в: Стероид-17-а-гидрокси- | Гидроксилирует стерон- 
Вы ды в 17--оксистероиды; 
одним из участников ре- 
акции является НАДФ’ 
| "Е 
1.99.1.14 а 
поксифенилиируват- Превращает п-оксифенил 
дроксилаза пируват в гомогентини- 
1.99.2 Оксигеназы зиновую кислоту СО» 
1.99.2.1 
Липоксигеназа Ненасыщенный жир-+ О» 
=пероксид ненасыщен- 
1.99.2.5 г ного жира 
омогентизат-оксигеназа Гомогентизат-- О, = 4- 
-малеил-ацетоацетат 
р ТРАНСФЕРАЗЫ 
2.1. Перено 
ть сят одноуглеродные остатки 
(В тривиальных ава ераЗы | 
раза“ допустимо обозначение »метилтрансфе- 
(дополн. перев.) этрансметилаза“) 
2.1.1.1 | $-вденозилметионин: ни- 
котинамид-метилтрансфе. -метил- $ + 
- | транс: -аденозилметионин 7 3 
| раза фераза И отанамым == З-аде 
. нозилгомоцистеин - м- 
-метилникотинамид 




















Номер Систематическое Тривиальное (рабочее) Реакция 
(шифр) название | название 
2.1.1.2 | $-аденозилметионин: гуа- | Гуанидинацетатметил- $-аденозилметионин +ту- 
нидинацетат-метилтранс- | трансфераза анидинацетат = $-адено- 
фераза зилгомоцистеин --креа- 
тин 
2.1.2 Трансферазы оксиметильных, формильных 
и родственных групп 
(В тривиальных названиях вместо »оксиметил- 
трансфераза“, „формилтрансфераза“, „формимино- 
трансфераза“ допустимы обозначения »трансокси- 
метилаза“, „трансформилаза“, „трансформиминаза“) 
(дополн. перев.) 
2.1.2.1 |Т.-серин: тетрагидрофо- | Серин-оксиметилтранс- Т.-серин-+тетрагидро- 
лят-10-оксиметилтранс- фераза фолят = глицин -+10-ок- 
фераза симетилтетрагидрофолят 
2.1.2.4 | М-формиминоглицин: Глицин-формимино- М-формиминоглицин -- 
тетрагидрофолят-5-форм- | трансфераза + тетрагидрофолят = 
иминотрансфераза =глицин--5-формимино- 
-тетрагидрофолят 
2.1.3 Карбоксил- и карбамоилтрансферазы 
(В тривиальных названиях вместо »карбоксил- 
трансфераза“ и „карбамоилтрансфераза“ допустимы 
обозначения „транскарбоксилаза“, „транскарбамои- 
лаза“) (дополн. перев.) 
2.1.3.3 | Карбамоилфосфат: Г-ор- Орнитин-карбамоил- Карбамоилфосфат--Т.-ор- 
нитин-карбамоилтранс- трансфераза нитин = ортофосфат-Т.- 
фераза -цитруллин 
2.2. Переносят альдегидные или кетонные остатки 
2.2.1.1 Ш-седогептулозо-7-фос- Транскетолаза; гликоль-| О-седогептулозо-7-фос- 
фат: Ш-глицеральдегид- альдегидтрансфераза фат--Р-глицеральдегид- 
-3-фосфат-гликольальде- -3-фосфат = О-рибозо-5- 
гидтрансфераза -фосфат -- Р-ксилулозо- 
-5-фосфат 
2.2.1.2 | Р-седогентулозо-7-фос- | 'Трансальдолаза; диокси- Р-седогептулозо-7-фос- 
фат:О-глицеральдегид- | ацетонтрансфераза фат--О-глицеральдегид- 
-3-фосфат-диоксиацетон -3-фосфат = Р-эритро- 
трансфераза зо-4-фосфат--Р-фрукто- 
зо-6-фосфат 





2.3. Переносят ацильные остатки 


2.3.1 Ацилтрансферазы 


(В тривиальных названиях вместо „ацетилтранс- 
фераза“ и т.п. допустимы обозначения „трансаце- 








тилаза“ и т.т.) (дополн. перев.) 
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Номер 
(шифр) 


2.3.1.6 


2.3.115 


В 


2.4.1.1 


2.4.1.11 


2.4.1.17 


2.4.2.1 


2.4.2.11 


2.4.2.13 





-2.6 ла 
2.6.1.2 


2.6.1.3 
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Систематическое 
название 


Ацетил-КоА: холин-О- 
-ацетилтрансфераза 
Ацил-КоА: Г.-глицерол- 
-3-фосфат-ацилтрансфе- 
раза 








Тривиальное (рабочее) 
название 





Реакция 





Холин-ацетилтрансфе- 
раза 
Глицерофосфатацил- 
трансфераза 


Ацетил-КоА-холин = 
КоА--О-ацетилхолин 
Ацил-КоА --Г.-глицерол- 
-3-фосфат = КоА - моно- 
глицерид-фосфат 


2.4. Переносят гликозильные остатки 


тривиальных названиях вместо 
и т.д. допустимы обозначения »этрансглюкозилаза’ 


2.4.1 Гексозилтрансферазы 


&-1,4-глюкан: ортофос- 
фат-глюкозилтрансфера- 
за 


УДФ глюкоза: «-1,4- 
-глюкан-х-4-глюкозил- 
трансфераза 


УДФ глюкуронат-глюк- 
уронилтрансфераза (не- 
специфичная к акцепто- 
ру) 


2.4.2 Пентозилтрансферазы 


Пуриннуклеозид: орто- 
фосфат-рибозилтрансфе- 
раза 
Никотинатнуклеотид: пи- 
рофосфат-фосфорибозил- 
трансфераза 


АТФ: Г.-метионин-5- 
-аденозилтрансфераза 





эглюкозилтрансфераза“, 


перев.) 


&-глюканфосфорилаза 


УДФглюкоза-@-глюкан- 
глюкозилтрансфераза; &- 
-глюкан-УДФ-глюко- 
зилтрансфераза 


УДФ-глюкуронилтранс- 
фераза 


Пуриннуклеозидфосфо- 
рилаза 


Никотинат-фосфорибо- 
зилтрансфераза 


Метионин-аденозил- 
трансфераза 





2.6. Переносят азотистые группы 
2.6.1 Аминотрансферазы 


(В тривиальных названиях вместо 
фераза“ допустимо обозначение 
(дополн. 


Т.-аспартат: 2-оксоглу- 
тарат-аминотрансфераза 


Т.-аланин: 2-окс У 
ВВ. оглута: 


о 2-оксог. 
ы ‘лута- 
отрансфераза 


»аминотранс- 
этрансаминаза“) 
перев.) 


Аспартат-аминотрансфе- 
раза 


Аланин-аминотрансфе- 
раза 


Цистеин: 
ы -аминотрансфе- 





„фруктозилтрансфераза“ 


“, „трансфруктозилаза“ и т.п. (дополн. 


(#-1,4-глюкозил-)п - ор- 
тофосфат = (“-1,4-глюко- 
зил-)-:+@“-О-глюкозо-1- 
-фосфат 

УДФ глюкоза-{(&-1,4- 
-глюкозил-), = УДФ+ 
+ (@-1,4-глюкозил-)п 


УДФ глюкуронат - ак- 
цептор = УДФ -- акцеп- 
тор-глюкуронат 


Пуриннуклеозид -- орто- 
фосфат = а-О-рибозо-1- 
-фосфат--пурин 
Никотинатрибонуклео- 
тид -- пирофосфат=нико- 
тинат--5-фосфо--О-ри- 
бозилпирофосфат 

АТФ -Г.-метионин-- 
Н.О = ортофосфат--пи- 
рофосфат--$-аденозилме- 
тионин 


Т.-аспартат-2-оксоглута- 
рат = оксалоацетат--Г- 
-глутамат 

Т-аланин -+ 2-оксоглута- 
рат = пируват-Г-глута” 
мат 

Т.-цистеин -|- 2-оксоглута- 
рат=3-меркаптопиру- 
ват--Г.-глутамат 









Номер 
(шифр) 


Систематическое 
название 


Тривиальное (рабочее) 
название 





Реакция 





2.6.2.1 


2.7.1.1 


2.7.1.2 


2.7.1.3 


2.1.1.4 


217.1.11 


2.7.1.23 


2.7.1.30 


2.7.1.31 


2.7.1.40 


2.1.2.3 


2.7.3.2 





2.6.2 Амидинотрансферазы 
(В тривиальных названиях вместо „амидинотранс- 
фераза“ допустимо обозначение „трансамидиназа“) 
(дополн. перев.) 





Г.-аргинин: глицин-ами- | Глицин-амидинотранс- |Т.-аргинин -- глицин = 
динотрансфераза фераза = Г,-орнитин -- гуанидин- 
-ацетат 
2/1. Переносят группы, содержащие фосфор “ 


2.1.1 Фосфотрансферазы со спиртовой группой 
в роли акцептора 





АТФ: О-гексоза-6-фос- Гексокиназа 
фотрансфераза 
АТФ: Р-глюкоза-6-фос- | Глюкокиназа 
фотрансфераза 
АТФ:О-фруктоза-1-фос- | Кетогексокиназа 
фотрансфераза 
АТФ: Р-фруктоза-6-фос- | Фруктокиназа 
фотрансфераза 
АТФ: Р-фруктозо-6- Фосфофруктокиназа 
-фосфат-1-фосфотранс- 
фераза 
АТФ: НАД-2’-фосфо- НАД-киназа 
трансфераза 
АТФ: глицерол-фосфо- | Глицеролкиназа 
трансфераза 
АТФ: Р-глицерат-3-фос- | Глицераткиназа 
фотрансфераза 
АТФ: пируват-фосфо- Пируваткиназа 
трансфераза 


2.7.2 Фосфотрансферазы с карбоксильной группой 
в роли акцептора 


АТФ: О-3-фосфоглице- 
рат-1-фосфотрансфераза 


Фосфоглицераткиназа 


2.1.3 Фосфотрансферазы с азотистой группой 
в роли акцептора 


АТФ: креатин-фосфо- Креатинкиназа 


трансфераза 


2.1.4 Фосфотрансферазы с `фосфатной группой 





в роли акцептора 


АТФ --О-гексоза= 
=АДФ--О-гексозо-6- 
-фосфат 

АТФ --О-глюкоза= 
=АДФ--О-фруктозо-6- 
фосфат 
АТФ--О-фруктоза= 
=АДФ--О-фруктозо-1- 
-фосфат 
АТФ-Р-фруктоза= 
=АДФ--О-фруктозо-6- 
-фосфат 
АТФ---фруктозо-6-фо- 
сфат = АДФ+Р-фрук- 
тозо-1,6-дифосфат 
АТФ-+НАД = АДФ+ 
+НАДФ 

а р глицерин= 

= +Г-глицеро-3- 
-фосфат : 
АТФ-- -глицерат= 
=АДФ-3-фосфо-Р- 
-глицерат 

АТФ -- пируват=АДФ 
и В 


АТФ + -3-фосфог. 

рат — АДФ-НЗ-дифое 
фат О-глицериновой Ки 
слоты 


АТФ--креатин— 
+ фосфокревтьы ЗФ + 
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Номер 
(шифр) 


Систематическое 
название 





2.7.4.3 


НИ 21.51 


2.7.5.3 













2.1.6.1 


2.7.7.6 


2.7.1.12 





2.7.7.16 


АТФ:АМФ-фосфотранс- 
фераза 


2.17.5 Фосфотрансферазы 


-глюкозо-1,6-дифо- 
сфат: О-глюкозо-1-фос- 
фотрансфераза 


-2,3-дифосфоглицерат: 
Ш-2-фосфоглицерат-фос- 
фотрансфераза 


АТФ: Р-рибозо-5-фос- 
фат-пирофосфотрансфе- 
раза 


Нуклеозидтрифосфат: 
:РНК-нуклеотидилтранс- 
фераза 


УДФ-глюкоза: &-О-гала- 
ктозо-1-фосфат-ури- 
дилилтрансфераза 


[Полирибонуклеотид-2- 
-олигонуклеотидотранс- 
фераза (циклизующая 


| дополн. перев В) 












2.7.8.1 


2.7.8.2 


ЦДФ этаноламин: 1 о 
-диглицерид-этанол- 
аминфосфотрансфераза 


ЦДФ холин: 1,2-дигли- 








церид-холинфосфотранс- 
фе фотранс 








переносом (с регенерацией донора) 


2.1.6 Пирофосфотрансферазы 


2.7.7 Нуклеотидилтрансферазы 





'Тривиальное (рабочее) Реакция 
название 
Аденилаткиназа АТФ-АМФ = АДъ + 


с внутримолекулярным 


+АДФ 





Фосфоглюкомутаза; глю- Р-глюкозо-1,6-дифос- 


козофосфомутаза 


Фосфоглицератмутаза ; 
глицерат-фосфомутаза 


Рибозофосфат-пирофос- 
фокиназа 


РНК-нуклеотидилтранс- 
фераза 


Гексозо-1-фосфат- ы 
лилтрансфераза Е 


Рибонуклеаза 








Холинфосфотрансфераза 


фат--О-глюкозо-1-фос- 
фат = Р-глюкозо-6-фос- 
фат--О-глюкозо-1,6-ди- 


фосфат 


Р-2,3-дифосфоглицерат-- 
+О-2-фосфоглицерат= 
= _О-3-фосфоглицерат-- 
+0-2,3-дифосфоглице- 
рат 


АТФ--Ш-рибозо-5-фос- 
фат = АМФ --5-фосфо- 
-«-О-рибозил-пирофос- 
фат 


4 нуклеозидтрифосфат-- 
ФНК). = 4 пирофос- 
фат-- (РНК. 


УДФглюкоза-“-О-га- 
лактозо-1-фосфат =а-О- 
-глюкозо-1-фосфат-- 

+ УДФгалактоза 


Переносит 3’-фосфат пи- 
римидиннуклеотидного 

остатка полинуклеотидов 
от положения 5’ соседне- 
го нуклеотида на поло- 
жение 2’ самого пирими- 
динового нуклеотида, © 
образованием  цикличе- 
ского 2’,3’-нуклеотида 


ЦДФэтаноламин +1.2-, 
диглицерид = ЦМФ- 
+фосфатидилэтаноламин 


ЦДФхолин-+1,2-дигли- 
церид = ЦМФ + фосф2- 





тидилхолин 





2. 


3.1 


31 


34 


ЗЕ 


Е: 
З4. 


311 


3.1. 


3.1.3 


3.1.3 


3.1.3 


_ В 














Номер Систематическое Тривиальное (рабочее) Реакция 
(шифр) название название 
2.8. Переносят группы, содержащие серу 
2.8.1 Сульфидтрансферазы 
2.8.1.1 | Тиосульфат: цианид- Тиосульфат-сульфид- Тиосульфат-+-цианид= 
сульфидтрансфераза трансфераза =сульфит--роданид 
2.8.2 Сульфотрансферазы 
2.8.2.1 | 3’-фосфоаденилил-суль- Арилсульфотрансфераза |3”-фосфоаденилилсуль- 
| Фат: фенол-сульфотранс- фат--фенол = аденозин- 
фераза -3”,5`-дифосфат-арил- 
| серный эфир 
2.8.3 КоА-трансферазы 
2.8.3.3 | Ацетил-КоА: малонат- Малонат-КоА-трансфе- | Ацетил-КоА-- малонат = 
КоА-трансфераза | раза ацетат -- малонил-КоА. 
3. ГИДРОЛАЗЫ 
3.1. Действуют на сложноэфирные связи 
3.1.1 Гидролазы эфиров карбоновых кислот 
3.1.1.1 | Гидролаза эфиров кар- | Карбоксилэстераза; али- | Эфир карбоновой кисло- 
боновых кислот эстераза ты--Н.О = спирт-+кар- 
боновая кислота 
3.1.3 | Гидролаза эфиров гли- | Липаза Триглицерид--Н.О=ди- 
церина глицерид-- жирная кис- 
лота 
3.1.1.4 | Ацилгидролаза фосфати- | Фосфолипаза А. Лецитин--Н,О = лизоле- 
дов цитин --ненасьшценная 
жирная кислота 
3.1.1.5 | Ацилгидролаза лизолеци- | Лизофосфолипаза; фос-| Лизолецитин--Н.О = 
тина фолипаза В = глицерофосфохолин-- 
+ жирная кислота 
3.1.1.7 | Ацетилгидролаза ацетил- | Ацетихлолинэстераза 'Ацетилхолин-+Н.О = хо- 
холина лин--уксусная кислота 
3.1.1.8 | Ацилгидролаза ацилхоли- | Холинэстераза Ацилхолин--Н.О = хо- 
нов лин-- кислота 
3.1.1.13 | Гидролаза стероловых Холестеролэстераза Эфирхолестерола-+Н.О= 
эфиров = холестерол--кислота 
3.1.2 Гидролазы тиоловых эфиров 
3.1.2.1 | Ацетил-КоА-гидролаза Ацетил-КоА-гидролаза Ацетил-КоА--Н,О= 
= КоА -уксусная кислота 
3.1.3 Гидролазы фосфомоноэфиров 
3.1.3.1 | Фосфогидролаза  моно- | Щелочная фосфатаза Моноэфир ортофосфа- 
ке ортофосфата (фосфомоноэстераза) та--Н.О = спирт-- О 
3.1.3.2 | Фосфогидролаза  моно- | Кислая фосфатаза (фос-| Моноэфир ортофосфата -- 
эфиров ортофосфата фомоноэстераза) +Н.0 = спирт-+-Н.РО, 
3.1.3.5 | 5’-рибонуклеотид-фос- 5-нуклеотидаза 5'-рибонуклеотид-+Н.О— 
фогидролаза = рибонуклеозид- “ 











+Н.РО, 
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Номер 
(шифр) 


Систематическое 
название 





343% 


3.1.3.17 


3.1.4.1 | Фосфогидролаза 


3.1.4.3 










3.1.4.4 


3.1.4.5 


3.1.6.1 


О-глюкозо-6-фосфат- 
фосфогидролаза 


Фосфогидролаза фосфо- 
рилазы а 

3.1.4 Гидролазы 
орто- 
фосфорных диэфиров 


Фосфатидилхолин-хо- 
линфосфогидролаза 


Фосфатидилхолин-фос- 
фатидогидролаза. 


Олигонуклеотидогидро- 
лаза дезоксирибонуклеи- 
новых кислот 


Арилсульфат-сульфогид- 

















3.2.1.1 


3.2.1.2 


3.2.1.3 





3.2.1.9 


3.2.1.17 





ролаза 





Тривиальное (рабочее) 
название 


Реакция 





Глюкозо-6-фосфатаза 


Р-глюкозо-6-фосфат-+- 
+-Н.О = О-глюкоза + 


+ ортофосфат 
Фосфатаза фосфорила- Фосфорилазаа--4Н,0—2 
$ оф = фосфорилазаЬ --4Н,РО, 
фосфодиэфиров 
Фосфодиэстераза Ортофосфорный ди- 


Фосфолипаза С 


Фосфолипаза р 


Дезоксирибонуклеаза 


3.1.6 Гидролазы сульфоэфиров 


Арилсульфатаза 


эфир + Н.О= фосфорный 
моноэфир + спирт 
Фосфатидилхолин + 
н.о 1,2-диглице- 
рид-холинфосфат 
Фосфатидилхолин-- 
+Н.О = холин--фосфа- 
тидная кислота 
ДНК+(@®—ПН,о= 

= п олигодезоксирибо- 
нуклеотидов 


Фенолосерный — эфир- 
+Н,О = фенол+Н,50, 





3.2. Действуют на гликозильные соединения 


&-1,4-глюкан-4-глюкано- 
гидролаза 


&-1,4-глюкан-мальтогид- 
ролаза а 


@-1,4-глюкан-глюкогид- 
ролаза 


Амило-б-глюканогидро- 


лаза 


№М-ацетилмурамид-глю- 
каногидролаза 











3.2.1 Гидролазы гликозидов 


&-амилаза 


В-амилаза 


Глюкоамилаза 


Амило-1,6-глюкозидаза 


Мурамидаза 


Гидролизует &-1,4-глю- 
кановые связи в полиса- 
харидах, содержащих три 
или более соединенных 
&-1,4-связями 


Гидролизует &-1,4-глю- 
кановые связи в полиса- 
харидах, последователь- 
но отщепляя остатки 
мальтозы от нередуци- 
рующих концов цепей 


Гидролизует &-1,4-глю- 
кановые связи в полиса- 
харидах, последователь- 
но отщепляя остатки глю- 
козы от нередуцирующих 
концов цепей 


Гидролизуета-1,6-глюка- 
новые связи в амилопек- 
тине и гликогене 


Вероятно гидролизует 8- 
-1,4-связи между остатка” 
ми №М-ацетилмураминовой 
кислоты и 2-ацетилами“ 
но-2-дезокси-Р-глюкозы 
в мукополисахаридах И 
| мукопептидах 

















а, а, ® ® а 
ры о ы У а А ы 
аа - О е с 
к а В * У к хх че >. 
> о Г Е к. я 
Номер Систематическое Тривиальное (рабочее) 
Реакция 
(шифр) название название г 
] 
3.2.1.19 | Гепарин-глюканогидро- | Гепариназа Гидролизует @-1,4-связи 
лаза ] между остатками 2-ами- 
| но-2-дезокси-Р-глюкозы 
| и О-глюкуроновой кисло- 
| | ты 
3.2.1.21 | В-Р-глюкозид-глюкогид- | В-глюкозидаза В-Р-глюкозид--НзО = 
| ролаза | = спирт--О-глюкоза 
3.2.1.26 | В-О-фруктофуранозид- | В-фруктофуранозидаза В-Р-фруктофуранозид-- 
фруктогидролаза ] +Н.О = спирт--О-фрук- 
| тоза 
3.2.1.31 | В-Р-глюкуронид-глюку- В-глюкуронидаза В-Р-глюкуронид--Н»О= 
роногидролаза ] =спирт-+О-глюкуроно- 
| вая кислота 
3.2.2 Гидролазы М-гликозильных соединений 
3.2.2.1 | М-рибозилпурин-рибо- Нуклеозидаза М-рибозилпурин --Н»О = 
гидролаза =пуриновое основание -- 
Ш-рибоза 
3.3. Действуют на эфирные связи 
3.3.1 Гидролазы тиоэфиров 
3.3.1.1 | $-аденозил-Г.-гомоци- Аденозилгомоцистеиназа | $-аденозил-Г.-гомоцисте- 
стеин-гидролаза ин--Н,О = аденозин--Г.- 
-гомоцистеин 
3.4. Действуют на пептидные связи (пептид-гидролазы) 
3.4.1 “-аминопептид-аминоацидогидролазы 
3.4.1.1 Лейцинаминопептидаза | Гидролизует Г.-пептиды, 
отщепляя М-концевые о- 
статки со свободной &- 
-аминогруппой, особенно 
если М-концевой остаток. 
| принадлежит лейцину 
или родственной ему ами- 
нокислоте 
3.4.1.2 Аминопептидаза Гидролизует дипептиды 
и трипептиды, отщепляя 
М-концевой остаток 
3.4.2. а-карбоксипептид-аминоацидогидролазы 
3.4.2.1 Карбоксипептидаза А. Гидролизует пептиды с 
отщеплением С-концево- 
го Г-аминокислотного о- 
статка, если таковым яв- 
ляется остаток пролин; 
а 
или диаминокислоты 
3.4.2.2 Карбоксипептидаза В (ра-| Гидролизует пептиды с 








нее протаминаза) 








р 3.4.3 Дипептигидролазы 


С-концевым остатком ли- 


зина или аргинина, от. 
щепляя этот остаток 
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Номер 
(шифр) 








Систематическое 
название 


'Тривиальное (рабочее) 
название 


Реакция 





3.4.3.1 |Глицилглицин-гидролаза 


3.4.4.1 


3.4.4,3 


3.4.4.4 


3.4.4.5 


3.4.4.7 


3.4.4.8 


3.4.4.9 


3.4.4.10 











Глицилглицин-дипепти- 
даза 


3.4.4 Пептид-пептидогидролазы 


Пепсин 


Реннин; сычужный фер- 
мент 


Трипсин 


Химотрипсин 


Панкреатопептидаза Е 
(ранее эластаза) 


Энтеропептидаза (ранее 
энтерокиназа) 


Катепсин С 


Папаин 


Тромбин 


Плазмин 








Гидролизует Глицилгли- 
цин и саркозилглицин 


Гидролизует пептиды, о- 
собенно по связям, при- 
легающим к остаткам аро- 
матических или дикарбо- 
новых Г.-аминокислот 


Гидролизует пептиды; по 
специфичности, возмож- 
но, аналогичен ферменту 
3.4.4.1 


Гидролизует пептиды, а- 
миды, сложные эфиры 
и т. п. по месту связей, 
в которых участвуют кар- 
боксильные группы Т-- 
-аргинина или Г.-лизина 


Гидролизует пептиды, 
амиды, сложные эфиры 
и т.д., особенно по месту 
связей, в которых уча- 
ствуют карбоксильные 
группы ароматических 
ТГ.-аминокислот 


Гидролизует пептиды 
преимущественно по свя- 
зям, прилегающим к ос- 
таткам нейтральных ами- 
нокислот 


Гидролизует пептиды; 
превращает трипсиноген 
в трипсин 


Гидролизует пептиды, 0- 
собенно по связям, содер- 
жащим ароматическую 2- 
минокислоту, смежную со 
свободной @-аминогруп- 
пой 


Гидролизует пептиды, 8- 
миды и сложные эфиры, 
особенно по связям, в Ко- 
торых участвуют диами- 
нокислоты, лейцин или 
глицин 


Гидролизует пептиды, 87 
миды и сложные эфиры 
Т-аргинина; превращает 
фибриноген в фибрин 


Гидролизует пептиды И 
сложные эфиры Г-арги- 
нина и Г.-лизина; превра^ 
щает фибрин в раствори- 
мые продукты 








ре 


























Номер Систематическое Тривиальное (рабочее) Реакция 
(шифр) название название 
3.4.4.15 | виа Превращает гипертенси- 
| ноген в гипертенсин 
3.4.4.19 | Клостридиопептидаза А |Гидролизует пептиды, со- 
анее коллагеназа; держащие пролин, в том 
м . числе коллаген желатину 
3.5. Действует на С—М связи, отличающиеся от пептидных связей 
3.5.1 В линейных амидах 
3.5.1.1 | Г-аспарагин-амидогидро- | Аспарагиназа Т-аспарагин-+ Н.О = Г- 
лаза -аспартат--МНз 
3.5.1.2 | Г.-глутамин-амидогидро- | Глутаминаза Т.-глутамин--Н.О = Г- 
лаза -глутамат--МНз 
3.5.1.5 | Карбамид-амидогидрола- | Уреаза Мочевина-- Н.О = СО,- 
за +2мМН. 
3.5.2 В циклических амидах 
3.5.2.6 | Пенициллин-амидогидро- | Пенициллиназа Пенициллин--Н.О = пе- 
лаза нициллиновая кислота 
3.5.3 В линейных амидинах 
3.5.3.1 |Г.-аргинин-уреогидролаза | Аргиназа Г.-аргинин--Н.О = Т.-ор- 
нитин -- мочевина 
3.5.4 В циклических амидинах 
3.5.4.2 | Аденин-аминогидролаза Адениндезаминаза Аденин--Н,О = гипо- 
ксантин-- МН, 
3.5.4.“‹; | АМФ-аминогидролаза АМФдезаминаза АМФ-Н.О = ИМФ-+ 
мн. 
3.6. Действуют на кислотноангидридные связи 
3.6.1 В фосфорилсодержащих ангидридах | 
3.6.1.1 | Пирофосфат-фосфогид- | Неорганическая пирофос- Пирофосфат--Н.О= 
ролаза фатаза =2 ортофосфат 
3.6.1.3 | АТФ-фосфогидролаза АТФаза АТФ-+Н.О = АДФ+ 
+ортофосфат 
3.6.1.8 | АТФ-пирофосфогидро- | АТФаза АТФ-+Н.О = АМФ-+ 
лаза --пирофосфат 
3.6.1.9 | Динуклеотид-нуклеоти- | Нуклеотид-пирофосфа- Динуклеотид--Н.О = 
догидролаза таза — два нуклеотида 
3.9. Действуют на РЬ-М связи 
3.9.1.1 | Фосфоамид-гидролаза Фосфоамидаза Фосфокреатин--Н.0О = 
— креатин --ортофосфат 
4. ЛИАЗЫ 
4.1. Углерод-углерод-лиазы (С—С-лиазы) 
4.1.1 Карбокси-лиазы 
4.1.1.1 Карбокси-лиаза 2-оксо- | Пируватдекарбоксилаза |2-оксокислота — альде- 
кислоты (“-кетокислоты) | | гид--СО, 














Номер 
(шифр) 


4.1.1.15 


4.1.1.25 


4.1.2.6 


4.1.2.7 


4.1.3.7 


4.2.1.1 


4.2.1.2 
4.2.1.3 


4.2.1.11 


4.21.13 


4.2.99.1 


4.4.1.1 


5.111 
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Систематическое 
название 


Т.-глутамат-1-карбокси- 
лиаза 
Т.-тирозин-карбоксилиаза 


Т.-аллотреонин-ацет аль- 
дегид-лиаза 


Кетозо-1-фосфат-альде- 
гид-лиаза 


Цитрат-оксалоацетат-лиа- 
за (ацетилирующая КоА) 


Карбонат-гидро-лиаза 


Г.-малат-гидро-лиаза 


Цитрат (изоцитрат)-гид- 
ро-лиаза 


Р-2-фосфоглицерат-гид- 
| ро-лиаза 


Т.-серин-гидро-лиаза 
(дезаминирующая) 


Гиалуронат-лиаза 


Г-аспартат-аммиак-лиаза 


Г-гистидин-аммиак-ли п 


4.4. Лиазы 


Г-цистеин-серово 
дород-. 
лиаза (дезаминирующая ) 


541. 
5.1.1 Действуют на 





Аланинрацемаза 


4.1.2 Альдегид-лиазы 


4.1.3 Лиазы кетокислот 


4.2.1 Гидролиазы 


4.2.99 Прочие углерод-кислород-лиазы 


4.3. Углерод-азот-лиазы (С—М№-лиазы) 
4.3.1 Аммиак-лиазы 


5. ИЗОМЕРАЗЫ 
Рацемазы и эпимеразы 


аминокислоты 
водные 





Е 
'Тривиальное (рабочее) Реакция 


название 





| — 


Глутаматдекарбоксилаза | Г.-глутамат = 4-аминобу. 


| тират-- СО, 
Тирозиндекарбоксилаза | Т.-тирозин = тирамин- 
] | +Сс0, 
Аллотреонинальдолаза |ТГ-аллотреонин = гли. 
' цин-ацетальдегид 
| 
Альдолаза Кетозо-1-фосфат = дио- 


ксиацетонфосфат-Ральде- 
| гид 


Цитрат-синтетаза (ранее | Цитрат--КоА = ацетил- 
„цитрат-конденсиру- | -КоА--Н.О-Роксалоаце- 
ющий фермент“) | тат 


4.2. Углерод-кислород-лиазы (С—О-лиазы) 


Карбонат-дегидратаза; Н,.СО; = СО,+Н,О 


карбоангидраза 
Фумаратгидратаза Г.-малат = фумарат-+Н,О 
Аконитатгидраза Цитрат = цис-аконитат -- 


+Н.О 
Фосфопируват-гидратаза | Р-2-фосфоглицерат=фос- 
фоенолпируват--Н.О 
Т.-серин-| Н.О = пиру- 
ват--МН.+Н,.О 


Т.-серингидратаза 


Гиалуронат-лиаза Гиалуронат = п3-(9-0- 
-глюко-3,4-ен-уроно)-2- 
| -ацетиламино-2-дезокси- 
-Р-глюкоза 








Аспартат-аммиак-лиаза Т.-аспартат = фумаратт 


(ранее аспартаза) +мН. 
Гистидин-вимиак-лиаза Т.-гистидин = урокани“ 
ранее  гистидин-а-дез- | новая кислота--МНз 


аминаза) 


Углерод-сера (С—5-лназы) 
Цистеиндесульфги, ‘драза 





Т-цистеин--Н.О = пиру 
ват--МН,-+Н,$ 





и их произ- 





| Аланинрацемаза 


Т.-аланин = Р-алание 








6.1. 


6.2.1 





л- 


ос- 


зни- 


иру 





























| 
Номер Систематическое Тривиальное (рабочее) р 
(шифр) название название КоалЕ 
| | 
5.1.1.6 | Треонинрацемаза | Треонинрацемаза Г.-треонин = Ш-треонин 
| 
| 5.1.3 Действуют на углеводы и их производные 
5.3.1 | Р-рибулозо-5-фосфат-3- | Рибулозофосфатэпиме- |Ш-рибулозо-5-фосфат= 
| -эпимераза | раза =-ксилулозо-5-фосфат 
5.1.3.2 | УДФ глюкозо-4-эпиме- УДФ глюкозо-эпимераза | УДФ глюкоза = УДФ 
Г раза. галактоза 
5.2. Цис-транс-изомеразы 
5.2.1.1 | Малеинат-цис-транс- | Малеинат-изомераза Малеинат = фумарат 
изомераза ] 
5.3. Внутримолекулярные оксидоредуктазы 
| 5.3.1 Катализируют взаимопревращение альдоз 
и кетоз 
5.3.1.1 | Р-глиперальдегид-3-фос- | Триозофосфат-изомераза | О-глицеральдегид-3-фос- 
фат-кетол-изомераза фат = диоксиацетонфос- 
фат 
5.3.1.9 | О-глюкозо-6-фосфат- | Глюкозофосфатизомера- |Ш-глюкозо-6-фосфат== 
| кетол-изомераза | за =-фруктозо-6-фосфат 
5.4. Внутримолекулярные трансферазы 
5.4.2 Переносят фосфорильные группы 
5.4.2.1 | Р-фосфоглицерат-2,3- Фосфоглицерат-фосфо- |2-фосфо-Р-глицерат= 
-фосфомутаза мутаза =3-фосфо-Р-глицерат 
6. ЛИГАЗЫ 
6.1. Образуют С—О связи 
6.1.1 Лигазы аминокислот-РНК 
6.1.1.1 |Т.-тирозин: $РНК-лигаза | 'Тирозил-зРНК-синтетаза| АТФ --Т.-тирозин -- 
(АМФ) + 3ЗРНК =АМФ- пирофо- 
сфат--Г-тирозил-5 РНК. 
6.2. Образуют С—$ связи 
6.2.1 Кислото-тиоловые лигазы 
6.2.1.1 | Ацетат: КоА-лигаза Ацетил-КоА-синтетаза р 
АМ: = Е пирофосфат-- 
бер +ацетил-КоА. 
6.2.1.2 | Кислота: КоА-лигаза | Ацил-КоА-синтетаза АТФ - карбоновая кис- 
(АМФ) лота-КоА = АМФ-+ 
-+пирофосфат-+ацил- 
-КоА 
6.2.1.4 | Сукцинат: КоА-лигаза Сукцинил-КоА-синте- |ГТФ + сукцинат+КоА = 
(ГД) таза = ГДФ’-ортофосфат-+ 
+сукцинил-КоА. 
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линия. 
Номер Систематическое Тривиальное мы а 
(шифр) название НЕВЕ 
6.3. Образуют С—М связи 
6.3.1 Кислото-аммиачные лигазы (амидсинтетазы) 
6.3.2.2, | Т.-глутамат: Г.-цистеин-у- |у-глутамилцистеинсинте- АТФ-Г--глутамат-1.- 
ды а (АДФ) таза -цистеин = АДФ + орто- 
с фосфат--у-Г.-глутамил- 
-Г-цистеин 
6.3.2.3 |у-Т.-глутамил-С-цистеин: | Глутатионсинтетаза оо 
5 -цистеин-глицин = 
тлицин-лигаза (АДФ) А ортофосыт 
+ восстановленный глу- 
татион 
6.4. Образуют С—С связи 
.4.1.1 | 1. : СО,-лигаза Пируваткарбоксилаза АТФ + пируват-+СО, = 
ет Ф. ал = АДФ-ортофосфат- 
(АДФ) 
-+оксалоацетат 
6.4.1.2 | Ацетил-КоА: СО,-лигаза | Ацетил-КоА-карбокси- | АТФ --ацетил-КоА -- 
(АД) лаза + СО, = АДФ + ортофо- 
сфат- малонил-КоА 





Ферменты разделяются на шесть главных классов › из которых каждый под- 
разделен на известное количество подклассов, а те в свою очередь на под- 


подклассы, согласно характ 
обозначен шифром, 


число определяет главный класс, второе — подкласс, 


и четвертое — номер 


Главные классы: 


. Оксидоредуктазы 
. Трансферазы 


. Лиазы 
. Изомеразы 


1 
2 
3. Гидролазы 
4 
э 


еру катализируемой реакции. Каждый фермент 
состоящим из 4 чисел, разделенных точками. Первое 
третье — под-подкласс 
фермента в пределах под-подкласса. 





6. Лигазы (синтетазы). 


гидролазы — реакции гидро- 


лиза, лиазы — реакции отщепления химических групп с оставлением двойной 


окоэнергетических трифосфатов. 
химической группы, принимающей 
оксидоредуктаз он указывает тип 
кислению (например — СНОН, альде- 
аз число подкласса указывает хими- 
ческую природу группы, подвергаемой переносу (аминная, ааа, глико- 
ассы указывают типы связей, соединя- 
олекулы (аммониевая, карбоксильная 
изомеризации (цис-транс, рацемизация 
итд). типу вновь образуемой связи (С—О, С— 
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Третье число означает под-подкласс, т.е. более детальную ‘информацию 
о катализируемой реакции. У оксидоредуктаз ею отмечается тии активатора 
участвующего в реакции переноса электронов для каждой группы доноров. 
У трансфераз оно определяет тип акцептора, у гидролаз — уточняет тип ги- 
дролизуемых связей (например фосфатных, сульфатных, тиольных эфиров 
и тд.) у лиаз — химическую природу отщепляемой группы. 

Четвертое и последнее число представляет порядковый номер фермента 
в данном подклассе. 


Для лучшей ориентировки в классификации и номенклатуре ферментов 
в списке приводится ключ нумерации и классификации а также даются при- 
меры ферментов в подклассах и уравнения катализируемых ими реакций, 
согласно опубликованному и одобренному списку ферментов (61). 


МЕХАНИЗМ ДЕЙСТВИЯ ФЕРМЕНТОВ 


МОЛЕКУЛЯРНЫЙ ПРИНЦИП ФЕРМЕНТАТИВНОЙ ФУНКЦИИ 


Многочисленные исследования с кристаллическими ферментами, прове- 
денные за последнее двадцатилетие (88, 89, 90), пролили свет на связь между 
структурой молекулы ферментов и их каталитической функцией. Особенно 
много внимания уделялось изучению структуры каталитического центра фер- 
мента, в котором происходит стереоспецифическое присоединение и ослабле- 
ние химической связи, на которую направлено действие фермента. 

Современная наука располагает рядом методов, при помощи которых можно 
распознать или пометить каталитический центр фермента. Прямое мечение 
активного центра было проведено у фосфоглюкомутазы и фосфоглицератму- 
тазы (91, 92, 93). Во время катализа в этих ферментах образуется ковалентная 
связь с субстратом, который может быть помечен изотопом. После выделе- 
ния из гидролизованного комплекса фермент-субстрат пептидов или амино- 
кислот, можно определить, к какой аминокислоте присоединился субстрат. 
Удалось также пометить активный центр при помощи антагониста субстрата, 
образующего стойкий комплекс с ферментом, благодаря чему последний вы- 
деляется. Примером может послужить соединение эстераз и некоторых про- 
теиназ с диизопропилфторфосфатом (94—98), фактором фосфорилирующим 
серин в ферменте. 

Другой метод идентифицирования положения активного центра в пептидной 
цепи представляет алкилирование гистидина бромуксусной кислотой, подобно 
тому, как это делается при исследовании активности рибонуклеазы. Для 
определения аминокислот, принимающих участие в ферментативной актив- 
ности, пользуются их модифицированием, например проводят фотоокисление 
триптофана, удаление или реконструкцию группы $Н, ацетилирование 
групп ОН, гуанидилирование аминогрупп лизина и т.п. После модифициро- 
вания аминокислот, при сохраненной пептидной цепи, прослеживают вли- 
яние этой операции на каталитическую активность. 

Производимые до сих пор исследования привели к следующим обобще- 
ниям по отношению к условиям работы каталитического центра. Последние 
зависят в первую очередь от аминокислот, отделенных не более чем на одну хи- 
мическую связь от некоторых аминокислот каталитического центра. КозМапа 
(99) называет их контактными аминокислотами. Помимо аминокислот, 
находящихся в непосредственном контакте с субстратом, имеются и другие, 
более отдаленные аминокислоты» влияющие на ферментативную активность. 


6 — Клиническая ферментология 
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Их называют вспомогател 
зом формируют довольно ги 

Некоторые из остальных аминокисло 
ферментативной активно 
ликвидирует активность. Им 
вспомогательных аминокисло 


бкий каталитический центр. 


г. Наконец некоторые аминокислоты, облада- 
ющие электрическими зарядами, имеют отношение к каталитической актив- 
ности, так как удаление их путем химической модификации влияет на фер- 
ментативную активность. КозМап@ предлагает для них название содей- 
ствующих. 

Первый вопрос; на который следует ответить: сколько аминокислот в иссле- 
дуемом ферменте необходимо для сохранения полной активности? В настоящее 
время мы располагаем лишь немногими ферментами, достаточно очищенными 
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дной цепи имеются генети неясна. Однако известно, что в этой части пепти- 
х бусловленные различия в аминокислотном 


является 5 остатков цистина. Последствием возНИК” 
разование ряда петель в пептидной цепи. 


ьными, и считают, что они определенным обра- 


т также необходимы для поддеря ния 
сти. Их химическая модификация уменьшает или 
приписывают роль опоры или фундамента для 
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Дисульфидные мостики в рибонуклеазе наряду с пептидными представляют, 
единственные ковалентные связи. Восстановление переводить фермент в не- 
активную форму, содержащую 8 групп-ЗН. Окисление воздухом при РН 7 
вызывает возвращение к первичной форме с почти количественной регене- 
рацией активности. 


Физико-химические и иммуно-химические тесты показывают тождество 
нативной и регенерированной рибонуклеазы. 

Эти опыты указывают на то, что конформация фермента вытекает из по- 
следовательности аминокислот, определяющей вторичную и третичную 
структуру путем взаимодействия электрических зарядов, находящихся на 
ионизированных группах, а также при помощи водородных связей. 

Можно подействовать на восстановленный фермент концентрированным 
раствором мочевины, который вызывает разрыв водородных связей и рас- 
слабление структуры фермента, а даже выпрямление пептидных спиралей. 
Инактивированный таким образом фермент можно снова восстановить и реге- 
нерировать, при этом наблюдается заново скручивание цепи и возвращение 
исходных физических и химических свойств. 

Путем химической модификации лизиновых остатков, было доказано, что 
положительные заряды на их г-аминогруппах (в общем 10) необходимы для 
каталитической активности. Их наличие поблизости каталитического центра 
понятно, так как субстратом для рибонуклеазы является естественный по- 
лианион, рибонуклеиновая кислота. 

3 тирозиновых остатка (из общего числа 6) также содействуют фиксации 
активной структуры фермента, так как инактивация фермента вызывает 
сдвиг характерной для тирозина полосы поглощения около 278 ми. 

Особую роль в каталитическом центре играет один из гистидиновых остат- 
ков (находящийся в положении 119). Алкилирование йодуксусной кислотой 
Этого остатка инактивирует фермент. Подобный же эффект дает фотоокси- 
дация этой аминокислоты. Избирательное окисление остатков метионина 
перекисью водорода при рН 2 в соответствующие сульфоксиды также обу- 
словливает инактивацию фермента, если она проводится у 3 аминокислотных 
остатков (из 4). 

Субтилизин отрывает, путем гидролиза, первые 20 аминокислот со сто- 
роны М-концевой группы, что влечет за собой инактивацию фермента. Карб- 
оксипептидаза может удалить последние 3 аминокислоты со стороны концевой 
С-группы без последствий, зато аспарагиновая кислота в положении 121 не- 
обходима. 

Аминокислоты в положении 31—41 образуют отрезок, ответственный за, 
присоединение субстрата, который находится в непосредственном соседстве 
с местом, где происходит активация субстрата. 

Как видно, рибонуклеаза представляет тип фермента с особой структурой 
активного центра. В ней участвует ряд аминокислот, находящихся в разных 
отрезках пептидной цепи. Необходима большая специфичность конформации, 
так как ее нарушение вызывает необратимую инактивацию. Также распреде- 
ление электрических зарядов и „скрывание известных аминокислотных 
остатков от доступа субстрата играет существенную роль в катализе. 

Иначе обстоит дело с активностью папаина. Разлагая его аминопептидазой, 
можно удалить большую часть аминокислот, после чего пептид, состоящий иа 
75—80 остатков сохраняет полную ферментативную активность. Это пример 
локализации активного центра на одном отрезке пептидной цепи. Однако, 
фермент обладает некоторыми свойствами белка, а именно: подвергается тер- 
мической и поверхностной денатурации, а также инактивируется факторами, 
изменяющими вторичную структуру, например концентрированным раство- 
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вины. Активи агмента фермента связана лишь 
ость небольшого Фр о я 
И Вы Я ЗН и с одной карбоксильной группои. 


‘с одной тиольной группо т ВУЮ ся фторфосфат 
У нескольких изученных ферментов» инактивиру т тогФ = ом, 
удалось определить последовательность чередования амин: реактив- 


ом месте. Если реакция с этим ингибитором инактивирует т, то эту 

ответственной за каталитическую актив- 
последовательность следует считать ет 
ность. Определение пептида, принадлежащего к она тру, 
было облегчено тем, что ингибитор был мечен радиоактивным изотопом. 
1 моль фермента реагировал с 1 молем ингибитора, в результате чего фермент 
полностью лишался активности. Оказалось, что все ферменты, на которые 
ДФФ (диизопропилфторфосфат) производит отравляющее действие, не- 
смотря на разнородность ферментативной специфичности, отличаются весьма 
сходной последовательностью аминокислот в каталитическом центре: -гли-асп- 
-сер-гли- или -гли-глу-сер-ала-. 

Наличие общей последовательности чередования аминокислот в активном 
центре многих ферментов весьма знаменательно и свидетельствует о том, что 
гидролиз сложных эфиров, катализируемый этими ферментами, протекает 
одинаково. Остается не выясненным вопрос избирательной специфичности 
отдельных ферментов по отношению к субстратам. 

Весьма высока также реактивность гидроксильной группы серина, что не 
может быть обусловлено одним только соседством определенных аминокислот 
в каталитическом центре. Серин является акцертором ацила во время образо- 
вания ацило-фермента или диизопропилфосфорила при торможении фер- 
ментативной активности ингибитором ДФФ. Есть предположение, что неожи- 
данно высокая реактивность гидроксильной группы серина обусловлена ее 
реакцией с другими группами, расположенными на более отдаленных отрез- 
ках пептидной цепи, и приближенными к каталитическому центру вследствие 
м - или спиральной структуры цепи. Главной аминокислотой в этом 

действии считают гистидин, и особенно водородную связь с азотом 

имидазольной группы. 
пе рол ет ь Фериетитишом катали, является карбон 
› Фермент расщепляющий крайнюю связь со стороны амино- 


кислоты со свободной карбоксильной й 
О группой. Это белок с массой 34300, 


в присутствии буф 


падение активности, вплоть 


` -‘олученный таким образом 
ется цинк апофермент реактивиру- 
ом и другими двухвалентными ионами, как о М и_Ее. на 


силе ак: ани. 

Со, Е 7 МЫ я Е жа ионы располагаются в следующим порядке 
р >= 6 м кобаль й 

по отношению к цинку. т активирует на 220%, а никель на 130% 


Активность карбоксипептидазы зависит от п 


цинка к одной меркаптидной 
группу предварительно т: е (5Н) апо 


рисоединения одного атома 
е карбоксипептидазы. Если этУ 
апример п-хлормеркурибензоатом, при- 
ости апофермента. Группа $Н при- 
остатку, обнаруженному в фер- 
кроме того один атом азота, на- 
Приготовление ре 











Общие выводы, которые можно сделать на основании произведенных до 
сих пор наблюдений, указывают на необходимость сохранения специфичной 
конформации, т.е. геометрии молекулы фермента в трех измерениях. Это до- 
стигается благодаря связям $—$, водородным, ионным и гидрофобным- 
Большую роль играет также хелирование с металлами и стабилизация посред- 
ством субстрата. 

Пространственная геометрия молекулы фермента обусловлена, как видно» 
многими факторами, стабилизирующими, и наоборот, разрушающими много- 
численные интрамолекулярные связи. Имеются данные, что структура фер- 
мента весьма пластична и имеет много термодинамически стойких конфор- 
мационных вариантов. Значительная часть молекулы фермента может обратимо 
деформироваться. Это относится также к каталитическому центру, который 
первоначально деформируется, а впоследствии регенерируется в первона- 
чальной форме. 

Такая деформация активного центра происходит, по всей вероятности, во 
время каталитической деятельности. Ряд наблюдений указывает на необходи- 
мость адаптации молекулы субстрата к каталитическому центру, который 
является ее слепком, в трех измерениях. Интересна гипотеза КозШапа (103) 
согласно которой каталитический центр может изменять конформацию под 
индуцирующим влиянием молекулы субстрата так, что образуется дополни- 
тельная пространственная структура. 


ТЕРМОДИНАМИКА ФЕРМЕНТАТИВНЫХ РЕАКЦИЙ 


Ход реакции возможен при соблюдении двух условий: 

1) реакция должна быть термодинамически возможна, 

2) она должна проходить с достаточной скоростью. 

Реакция термодинамически возможна, если она сопровождается падением 
свободной энергии системы, т.е. превращение свободной энергии Д@ явля- 
ется отрицательной величиной. Необходимую скорость реакция приобретает 
благодаря присутсвии биокатализатора или фермента. 

Свободная энергия 4С представляет ту часть внутренней энергии реагиру- 
ющей системы, которая может быть использована под видом полезной ра- 
боты. Знак и величина этого термодинамического фактора определяют, 
произойдет ли реакция и каково будет ее направление. Между превращением 
свободной энергии и константой химического равновесия имеется следующая 
зависимость: 


@ 46° = ВТЬК 


В том уравнении К. является константой равновесия, 4% свободной энергией 
в стандартных состояниях (температура 25°, активность раствора = 1, дав- 
ление | атмосферы), или стандартной свободной энергией. 

Второй термодинамической величиной, которой пользуются при изучении 
энергетических превращений в реагирующих системах является энтальния, 
или общая теплота ДН. В реакциях, протекающих при постоянном давлении 
(например в живом организме), калориметрическая теплота реакции склады- 
вается из двух величин: роста внутренней энергии и работы, выполненной при 
расширении, так как объем не является постоянной величиной: 


@) 4» = ДЕ +РАУ = АН, 
где 4 означает теплоту, поглощенную в калориметре, Е внутреннюю энергию 
рРеагирующей системы, а знак р указывает на то, что реакция протекает при 


постоянном давлении. Функция Н называется энтальнией. При постоянном 
давлении прирост энтальпии равняется теплоте реакции. 
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ергию и теплоту реакции, можно к третью 
Зная свободную энер скую величину, перемену энтропии ^ $. Она всегда 
основную термодинамиче акций и равна нулю для обратимых реакций, 
У закрытой системы 


45вх>0 


8) 
связана со степенью упорядочения реаги- 


личин: т энтропии и 
а ей к О растет в случаях перехода более упорядоченной системы 
и: упорядоченную и становится отрицательной в противном случае. 


Взаимоотношение трех упомянутых термодинамических величин, при по- 
стоянной температуре и постоянном давлении, выражено следующей фор- 
мулой: 


(4) С° = АН — Т$° 


Полное превращение внутренней энергии при постоянной температуре и по- 
стоянном давлении: 


(5) ЛЕ? = А@® + ТД$° — рдУ\° 


Определение вышеупомянутых термодинамических величин для отдельных 
этапов ферментативного катализа возможно на сегодняшний день лишь в не- 
многих случаях. Они обладают болышим значением для оценки теории фер- 
ментативного катализа, в сопоставлении с кинетикой каталитической реакции 
и познанием молекулярной структуры каталитического центра, так как термо- 
динамические функции определяют только величину энергетических превра- 
щений, происходящих во время реакции. Сами по себе, они не вносят ничего 
нового в изучение механизма этой реакции. 

Весьма выгодна термодинамика состояний ферментативного равновесия 
при заданных абсолютных константах скорости для отдельных этапов 
р О ра 
определить константу а и И — 
образования активированного Е, на Я 

кса фермент-субстрат. Эту константу, 


катализированной химической реакции, 


реакциях, имеют дело с одними и теми 
ами и зависимостями с той лишь разницей 


о свободной эне и 
“ ргии, энтальпии, энтрош 
внутренней энергии активации обозначения (со звездочками): т 


—46*=4Нх —Т4$* = 4Е*— Т45* + рд\* 


темп: атуре 
ер и постоянном давлении вычисляют термоди- 
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©. 
абсолютных скоростей ”4 1 комплекса ферментативной реакции. Теория 


находится в’равновесии с реагент. принимает, что активированный комплекс 
о скоростью, определя ами и разлагается на производные продукты! 
емой уравнением: дные пр 


(7) 


В — константу Планка, а К*— 
86 реагентов в активированный КОМ” 








ы плекс. Подставляя вместо К» ее величину из уравнения (6) и логарифмируя, 
получаем: 





р. ДН* 4$* 
8) ЮК=Е - 
{8) п. +ыТ ВТ я. В 5 


Величину ЛН* можно определить графически, измеряя К при различных 
температурах и откладывая —В Ш К по отношению К 1/Т. Наклон прямой 
т равен ЛН*-+ЕВТ. ) 

'Термодинамические величины активации относятся к термодинамическим. 
величинам реакции согласно следующему уравнению: : 


(9) АН® = Н:—ЛН*, 


причем 1 и —1 относятся к реакциям проходящим вправо и в обратном на- 
правлении. 

Изучения влияния температуры на равновесия и скорости реакции дают 
величины ДН® или ЛН*, что в свою очередь позволяет определить величины 
1$° и Д$* если заданы молярные концентрации (активности). Изучение 
влияния давления дает величины ЛУ‘° и ЛУ*, и дополнительно, при изме- 


1х нении температуры, ЛЕ° и ЛЕ*. Логарифмическая форма уравнения произ- 
ем водных уравнения (6) имеет следующий вид: 

р- - х в * 

ии 0) юк=виТ 48 ру 48 
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\У* определяют при цомощи графического изображения зависимости ш К от р 
(при постоянной температуре), причем наклон прямой равняется: 


ия ашк)  _ 4\* 

ов в ар т вв 

я. = 

но Определение величин ЛУ и ЛУ* имело значение при изучении денатурации._ 

У белка. \- 

и На основании полученных экспериментальным путем чисел для всех упо- 

РИ мянутых термодинамических величин составляют энергетические профили 
Е для ферментативных реакций. Примером может служить профиль свободной 

т энергии фумаразы (рис. 24). Первый этап реакции протекает быстро и отли-. 


чается относительно малой свободной энергией активации, что говорит за то, 
что этот этап, управляется процессом диффузии, доставляющим субстрат. 
каталитическому центру. Дальнейшие энергетические барьеры высоки и этот 
этап реакции протекает медленно и характеризуется высокой энергией акти- 
вации. Имеется предположение, что он связан с расслаблением электронной 
конфигурации на разрываемой двойной связи (106). 

Профиль изменений энтальпии вдоль координаты реакции, катализируемой 
фумаразой, изображен на рис. 21. При его помощи можно, зная профили. 
свободной энергии, определить превращения потенциальной энергии и эн- 





рия тропии во время этой реакции. В настоящее время термодинамические иссле- 
екс дования этого рода находятся лишь в начальной фазе. 
ты Термодинамические профили могут дать ряд указаний относительно ха- 


рактера сил, действующих между субстратом и фермевтом в отдельных фазах. 
ферментативного процесса. Например, наличие ионных (соляных) связей 
проявляет себя болышими положительными энтропиями, а водородные 
связи — малыми отрицательными переменами энтропии. `` 
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ван дер Ваальса, или гидрофобных доликно при- 55,3: 

Наличие связей типа сил т энтропии, так как вода, вытесненная Эныт 

водит к положительным изм РВ ческими группами, образует сеть водо- [гра 

из своих положений ей степень упорядочения в растворителе повыша- Ре 

родных связей; лы субстрата и белка соответственно понижается. акци 
ется, а в углевод 


благ 

о таких примеров. 

в ыы Е еское строение субстрата и изучать кинетику фермен- от 91 
сли изменят Ср 





юв с систематически изменяемой энер! 
тативной реакции в рено данных (при условии, что эмпи- ванн 
структурой, можно на ния равновесия исследуемой реакции) нако 
рические К» можно считать к лови 
ходи` 
плек‹ 
энтро 
В ки 
_ чески 
ВВЕЛ 
и тете? 
46 а 
‘мента 
_ собой 
_ киха 
о понят 
осмот! 
_ чески: 
м 
Аворбинате реакции — з Энерги 
Рис. 24. Изменения свободной энергии в ходе реакции фумарат => малат, катализируемой тельнс 
фумаразой. ЕН означает фермент, ЕНЕ комплекс фермент-фумарат, ЕНМ комплекс фермент- димос 
-малат. Величины энергетических барьеров даны в ккал. (АТему, 1957). < 
_ превр: 
вычислить свободные энергии связей между определенными химическими : 
группами субстрата и активного центра. Вычисления этого рода были произ- ЗЕЕ 
ведены для ацетилхолинэстеразы (107). С явл 
Кроме того, были получены термодинамические данные ферментативных _бодной 
реакций, катализируемых химотрипсином, карбоксипептидазой, пепсином, Зав: 
уреазой и АТФ-азой. Соответствующая дискуссия была проведена Глишгу за 
(108). Сравнение энтальпии активации и энтропии активации (гетерогенной) а 
ферментативного гидролиза пептидов с таковыми (гемогенных) реакций ка- к 
тализируемых кислотой или щелочью, или же некатализируемых (109), по- а 
казало, что она значительно понижена для ферментативного гидролиза при те Р, 
би Хинотрипсина, карбоксипептидазы и пед Изменения энтропии я 
были в обоих случаях отрицательнь › НО их величины были ниже для оке 
пепсина и карбоксипептидазы. акция | 
о НЫ мож пржшисио форинт собст унешышия ыы 
Вых. интересны изменения термодинамических в во время терми- м 
==. п ингибитора (110). Если денатурация об- > 
пии — 180 кал/градус/моль. ыы равняется 57,3 ккал/моль, а эвтро- -- 
на неизменное число молекул Указывает < большой рост ви петр ет 
битор образовался путем разрыва ряда а то» Что денатурированный ‚рай Легко в 
группы обладают больней свободой и И что отдельные химически весия. 1 
в нативной форме. Теплота о иной ВВ Веонно), в ое по; 
процессе денатурации составляе 
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уемой 
›мент- 


Кими 
роиз- 


вных 
ном, 


5 Е ы 


55,35 ккал/моль, а для реакции в обратном направлении — 1,9 ккал/моль. 
Энтропия инактивации равняется 95, а в обратном направлении — 8,4 кал/ 
[градус/моль. 

Реакция протекающая одновременно с большой энтальпией (теплота ре- 
акции) и болышой энтропией, отличается небольшой свободной энергией, 
благодаря чему реакция обратима. Энтальтия активации ненамного отличается 
от энтальпии реакции (теплоты реакции), что указывает на то, что общая 
энергия активированного комплекса остается такой же, что и у денатуриро- 
ванной формы но значительно отличается от энергии нативной формы. Од- 
нако энтропия образования активированного комплекса составляет лишь по- 
ловину общей энтропии реакции. Можно полагать, что форма комплекса на- 
ходится между нативной и денатурированной формами. Активированный ком- 
плекс, переходя в неактивную форму, приобретает мало энергии, но его 
энтропия увеличивается за счет свободной энергии, которая превращается 
в кинетическую энергию трансляционных и вращательных движений хими- 
ческих групп. Е 

Превращения свободной энергии в ферментативных реакциях. 
Теперь займемся той термодинамической величиной, которая имеет наиболь- 
шее значение при вычислении превращений энергии, сопровождающих фер- 
ментативные реакции, а именно свободной энергией. Организм не представляет 
собой тепловой машины и поэтому понятие теплоты реакции для биологичес- 
ких систем непригодно. За то ее можно охарактеризовать термодинамическим 
понятием свободной энергии, используемой для выполнения механической, 
осмотической, электрической работы, или же способной покрыть ей энергети- 
ческие потребности реакций синтеза составных частей клеток. 

Мы пользовались выше величиной, называемой стандартной свободной 
энергией. Если учесть, что химический состав биологической среды значи- 
тельно отличается от стандартных условий, то становится понятной необхо- 
димость введения величины, зависимой от состава реагентов $;, т.е. от 
превращений свободной энергии ЛС с которой она связана зависимостью: 


АС = -ВТвК-+ЕВТУ;! Ш [$1 


С является аддитивной функцией и представляет собою сумму величин сво- 
бодной энергии всех компонентов 1 реагирующей системы. . 
Зависимость величины /С от концентрации реагентов выражена уравнением 


Ра... Р.] 
[8:15]. [8] 


где Р, и т.д. означает продукты реакции, $1 и т.д. субстраты реакции. В со- 

стоянии равновесия ЛАС равно нолю, оно становится отрицательной величи- 

ной, если реакция спонтанно протекает вправо, и положительной, если ре- 

акция пойдет в обратном направлении. Удобнее всего выражать ДС; в кало- 

г при температуре 25° и пользоваться логарифмами с основанием 10. 
огда 


АС = 4С*°-+ВТ 


16° = —ВТ К = —1363 8 К кал. 


46 — 46°+1363 юв РЯ ГР == Рад, 


[5:1 [$5] ... [$] 
Легко проверить, что числовая величина АС‘ указывает на положение равно- 
весия. Большое отрицательное С означает, сдвиг равновесия вправо, боль- 
шое положительное С° означает сильный сдвиг равновесия влево. Десяти- 
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меньшение концентрации одного из реактантов уве. 


т еичину ЛС на 1,363 ккал. Увеличение концентре. 


ции продукта увеличивает АС в положительную сторону, увеличение кон. 


обратном направлении. 
центрации субстрата вызывает сдвиг ‚- к атном направлении мала, резуль. 
Если ДС велико, а скорость реакции р 
сакции максимальна и пропорциональна концентрации 
Е ОРВр авновесия результиру 
фермента. По мере приближения к положению р Рующая 
скорость убывает и становится равной нолю в положении равновесия. Тогда 
происходит уравнение скоростей реакций, протекающих в противоположных 
направлениях. 

При концентрациях реактантов, приближенных к положению равновесия, 
реакции идут медленно; большое количество фермента ускоряет ход реакции. 

Реакции, протекающие с падением свободной энергии реакционной системы, 
называются экзоэргическими. Если они отличаются достаточной скоростью, 
то их течение может быть спонтанным. Реакции, протекающие только при 
условии роста свободной энергии, называются эндоэргическими. Рост энер- 
гии системы обеспечен сопряжением реакции с системой, доставляющей 
энергию. 

В метаболических процессах происходит ряд последовательных реакций, 
причем продукт одной реакции становится субстратом для следующей. Для 
такого ряда АС каждой реакции должно быть отрицательным (но необяза- 
тельно ©‘). Концентрации реагентов в стационарном состоянии должны, 
по крайней мере, незначительно отклоняться от концентраций, соответству- 
ющих положению равновесия для каждого звена реакционной цепи, так, 
чтобы АС было отрицательным для каждого звена. При этом условии, пе- 
ренос свободной энергии становится весьма эффективным. Если реакция 
удалена от положения равновесия, свободная энергия рассеивается со скоро- 
стью, определяемой произведением убыли свободной энергии на моль на 
скорость реакции, у (т.е. число превращаемых молей в секунду 


—аС/аТ = лв . 


ческих потребностей организма возможно только в том случае, если реакции 
проходят в условиях, приближенных к равновесию. 


’ 0’ жно 
вычислить, зная ДСо и усл анту равновесия К’. 4С‘” мо 
термодинамических кг ое ну протекает реакция. Сводка 

> 
т.е. при рН 7,5, 0,2 атм. О,, 0,05 атм. СО, и 0,01 М ко 


агентов в растворе, ру 
Вамоп (1 12), дс в публикациях КтеБз (111), Вигюп и КгеБз (113), 


Товизоп (115) привел величины 140 и ДСо’ 
ной концентрации реагентов, давлении | атм 


к дует, что в би 
соединений, гидролиз которых сопряжено а 
нием псевдосвободной энергии 46°’. К ес 
фаты, ацилфосфаты, енолфосфаты и ним принадлежат нуклеотидтр 
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Таблица 5 
Изменения свободной энергии в биохимических реакциях (]овазов 1960) 



































№ ы со | 6’ в 0/5 М Ма! (ккал) 
реакции еакция н 8 
ккал | рнб | РНТ | Р 
1 | Ацетат- ЕН++Н, >ацеталь == 9,88 
ы нь КОАО КА аноде. 1,17 7,18 8,52 , 
ацетат + Н+ м = к —9,99 
3 Ацетат-+НАД-Н,-+Н+->альдегид- и Е. 9. " 
+НАД-+Н,О —6,39 10,59 13,29 16,01 
4 Ацетальдегид--НАД.Н, >этанол-- ь ) Е 
; ее к а —1514 | —6,25 | —515 РВ 
6 'Ацетальдегид -КоА. --НАД->ацетил- и: а Си : 
-КоА--НАД-Н, 533 | —3,29| —4,66 | — 6.02 
7 Ацетил-Р?---Н.О->ацетат- + Р2--+Н+ — 1.36 — 10,78 >} 1,31 —12,45 
8 Ацетил-Р?---КоА->ацетил-КоА -+Р?- —242 | —3.49 —2.67 —2,45 
9 | АТФ фацетат >АДФ- ацетил-Р?- 254 | 318 |. 36 Зы 
10 | АТФ-+Н.О-АДФ-+Р-+Н+ 118 | —758 | 84| —9,90` 
11 а +глюкоза—АДФ?З--+глюкозо- й : Е 
-6-Р2---Н+ 00 — = = 
12 Глюкозо-6-Р?---Н,О->глюкоза -Р?— ВЕ в а = 
13 | Глюкозо-6-Р2—глюкозо-1-В?- 175 1.70 1.74 1,75 
16 Глюкозо-1-Р?--*гликоген --Р?— —0,54 — 119 —0,73 —0,56 
17 | Глюкоза->гликоген --Н,О 5,03 5,03 5,03 5.03 _ 
18 Глюкозо-6-Р?-—фруктозо-6-Р?— 0,50 0,50 0,50 0,50 
19 Глицеральдегид-3-Р?--- АДР? -- “ г 
аа 
+ —-- 5,90 —2,56 — — 
22 Фосфопируват3---АДФ*--+Н+- : а с 
—АТФ“ + пируват- —15,82 —6,88 —5,72 —4,37 - 
23 Фосфопируват- --Н,О-—>пируват--+Р?^ | —14,64 | —14,46 | —13,86 | — 13,67 
24 Пируват---Н+->ацетальдегид-- СО» —14,41 —6,08 —4,72 —3'36 
26 Пируват- -КоА--НАД->ацетил- : 5 
-КоА--НАД-Н,-+ СО, —9,08 —9,38 —9 — 
28 | Пируват--СО:+НАДФ-Н,+ : Ре Г. 
—>малат?- - НАДФ —0,22 0,33 
29 | НАД-НАДФН, >НАД:Н, + : й ши — 
чНАДФ —0,60 —0,01 —0,01 —0,01 
31 Оксалоацетат?---ацетил-КоА --Н.О- Е 
+ = 
ет о 
33 | Изоцитрат---НАД->а-кетоглутарат?- + ; я 
+НАД-Н,+СО, —2,01 | —1,59 | —1,10 | А 
34 | хкетоглутарат---НАД--Р*-+-АДФ-+ : 
+Н,О—АТФ- + сукцинат?— + 
+НАД-Н, СО, —7,76 —8,60 — гы 
35 Глутаминат УНАД--Н,О->а-кетоглу- с = а 
тарат?---Н.+--НАД-Н,+Н* 18,28 9,00 7,65 6 
36 | Малат?-+НАД->оксалоацетат? + ры 
+-НАД-Н, --Н* 16,67 | 8,07 6,69 5,32 
37 Оксалоацетат?---Н+—пируват---СО» —17,05 | —8,42 | —7,06 —570 





ный гидролиз последней пирофосфатной связи в АТФ сопрово: я 
РН 7 падением псевдосвободной энергии, равным ЕЕ вы Рем при. 
10 в таблице 5). (реакция 
Аналогичный гидролиз енолфосфопирувата дает (реакция 23) и п 
ккал/моль. Знаменательно, что гидролиз других фосфорнокислых > 586. 
сочетается с гораздо меньшим падением свободной энергии, кото иров. 
для глюкозо-б-фосфата (реакция 12) равняется —4,02 ккал/моль. В от р: 


от них, такие соединения, как АТФ называются высокоэнергетич: ‘личие. 
ит 
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Они имеют большое значение в биохимии, так как представляют форму ;„_ 


мой в экзоэргических реакциях. Н._ 
копления полезной энергии, еек быть использована для м 
копленная он оь только имеется энергетическое сцепление Я 
оэргич ы т 

а высокоэнергетического соединения и эндоэргической ре. гы 
р биологического энергетического сцепления является ет. етс: 
когена из глюкозы. Прямое превращение глюкозы в гликоген невозможно, р 
так как из величины ЛАС” при рН 7 = +5030 кал. следует, что Равновесие тео] 
реакции полностью смещено в сторону гидролиза. Несмотря на это обстоя- явл 
тельство, гликоген образуется в печени и мышщах из глюкозы даже в тех реш 
случаях, если концентрация последней мала. Этот биосинтез происходит за афр 
счет свободной энергии гидролиза АТФ и АДФ, которая составляет при ной 
РН7 —8140 кал. Необходимое для этой цели энергетическое сцепление указано карб 
в реакции 1 таблицы 5. Глюкоза реагирует с АТФ, причем образуются глю- мин: 
козо-б-фосфат и АДФ. Реакция протекает спонтанно, так как ее сопровож- ферг 
дает падение свободной энергии, равное —4120 кал., следовательно имеется © 
значительное смещение равновесия в сторону образования глюкозо-6-фосфата. Инги 
Равновесие реакции перехода глюкозо-6-фосфата в глюкозо-1-фосфат (ре- ред: 
акция 13) несколько сдвинуто влево (А©°’ — 1,740 кал/моль при рН 7), но трац 
его достаточно для продукции необходимого количества глюкозо-1-фосфата, инги 
необходимого субстрата для синтеза гликогена Последняя реакция (реакция Не 
16) обладает низкой отрицательной величиной свободной энергии, что обу- полн: 
словливает стабилизацию равновесия в пользу образования гликогена. ‘конс 
Оксидоредукционные потенциалы и превращения свободной в да 
энергии. Равновесия в оксидоредукционных реакциях могут выражаться о 
а мы ма те 0, при котором соотношение окисленной ТИВНЕ 
благородного металла И. сис. мо о” ббобщенный - ыы о 
-системой, равняется Ея. 

как г 

Е = — ыы К — 

Е солей 
глепя КУточ 
нь 
в стандартных условиях. > —® ОКсидоредукционным потенциалом _обусл 


Ввиду того, что 


Дет в КВ = вт 


то ео 


ДС° = 
но ПЕ, выраженная в джоулях 


Из этой Формулы сле 
дует, что э. ктр про рез 
циала в 1 вольт, выполняет пол. ЖЕ семь сое 
Для редоксо- стем пре у 
прямого измерения Е. Однако, по га р а о 
дартной сво 


энергий соединений, принимающих ой исходя из стандартных свободных 


и энтропии. Выбор метода обусло Участие в Реакции, или из их энтальпии 


влен а й 
равновесия во время переноса лектроно вом о ЕНыюй Отибилиначие 
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ИНГИБИТОРЫ И АКТИВАТОРЫ ФЕРМЕНТОВ 


Ингибитор характеризуется влиянием на скорость ферментативных реакций, 
и тем самым на активность фермента. Его действие бывает обратимым или 
необратимым. Если между ингибитором и ферментом устанавливается хими- 
ческое равновесие, то торможение обратимо, если же равновесия нет и инги- 
битор неотделим от фермента (например путем диализа), то торможение явля- 
ется необратимым. 

Изучение влияния обратимых и необратимых ингибиторов имеет большое 
теоретическое и практическое значение. Например, малоновая кислота, 
являющаяся конкурентным ингибитором сукцинатдегидрогеназы, сыграла 

решающую роль в исследовании цикла дикарбоновых кислот; ядовитость 
африканского растения Гиспорещит сутозит для скота оказалась связан- 
ной с конкурентным торможением цитратдегидрогеназы в цикле три- 
карбоновых кислот. Целый ряд фармакологических средств и антивита- 
минов действует по принципу конкурентного торможения определенных 
ферментов. 

Обратимое торможение измеримо при помощи константы равновесия между 
ингибитором и ферментом, К;. Обратное число этой константы является мерой 
средства фермента с ингибитором. Степень торможения зависит от концен- 
трации ингибитора и, после установления равновесия, комплекс фермент- 
ингибитор уже не зависит от времени. 

Необратимое торможение прогрессирует с течением времени, вилоть до 
полного приостановления процесса. Эффективность торможения выражается 
константой скорости, указывающей, какая часть фермента инактивируется 
в данный период времени. 

Типы обратимого торможения обсуждались в главе о кинетике фермента- 
тивных реакций. Ниже будет сказано о наиболее важных типах ингибиторов 
и о механизме торможения. 

Тяжелые металлы. Соли тяжелых металлов в высоких концентрациях, 
как правило, необратимо инактивируют большинство ферментов и осаж- 
дают белок. Многие ферменты реагируют также на низкие концентрации 
солей тяжелых металлов (10-3 М и меньше). Необходимо также учесть проме- 
жуточный механизм торможения, при котором металл каталитически усили- 
вает влияние атмосферного кислорода и вызывает денатурацию. Это часто 
обусловливает потерю активности ферментов по мере их очистки, так как 
следы тяжелых металлов находятся даже в химически чистых реакти- 
вах. Поэтому во время очистки ферментов и при ферментативных тестах 
принято пользоваться реактивами с примесью соединений, комплексующих 
металлы. Такими средствами предотвращающими инактивацию тяжелыми 
металлами являются версен (этилендиаминтетраацетат), 8-гидроксихинолин, 
цистеин, пирофосфатный буфер и другие. Также белок, особенно денатури- 
рованный, предохраняет ферменты от инактивации путем комплексования 

лов. Комплексующие факторы позволяют отказаться 
ионов тяжелых метал. г 
от высокоочищенных реактивов и бидистиллированной воды. 

Яды тяжелых металлов. Роль ингибиторов этой группы состоит в об- 
разовании постоянных комплексов с металлами, составляющими часть ката- 
литического центра или принимающими косвенное участие в каталитическом 
процессе. Классическими ингибиторами этого типа являются цианиды и Н,$, 
Е. Не клеточное дыхание. Они тормозят большинство оксидаз, содер- 

р едь в активной группе. Другие ингибиторы этого типа, 
жащих железо или мед о 
это азид и СО, влияющие на век: р ре 

Цианид тормозит цитохром-оксидазу д о › Уже при кон- 
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аллоферментов подвергается торможених» 


о 
10-2? до 10-6М, в пределах от 50 до на ... 
нты по разным причинам. к превращают 


центрации 10-8М. Ряд других мет 


при концентрации от ии 
ингибируют а - 

Цианиды ак ад необходимый для ферментативной актив- 

к ие = соединение или удаляют его В этой форме из фермента, 

ности, жа В рееая, цианид может разрывать дисульфидные связи 

р аеисыа к карбоксильным группам фермента или субстрата 


ажном положении. 
ая аниду. СО отличается более узким диапазоном 


3] ействует подобно ци: : 
ее Е некоторые гемоферменты и купропротеиды, актив- 
к з епосредственно с кислородом. СО соединя- 


ные группы которых реагируют н диня 
ется Е восстановленной формой фермента, в отличие от цианида, действу- 
ющего исключительно на более окисленный металл. Торможение имеет кон- 


курентный характер с кислородом; соединение диссоциируется нод влиянием 
света. 

Яды тиольных групп. К ним принадлежат ингибиторы ферментов, ре- 
агирующие непосредственно с $Н-группами ферментов. Их действие состоит 
в алкилировании, образовании меркаптидов или окислении в дисульфидные 
группы. К первой группе факторов принадлежит йодуксуснзя кислота, спе- 
цифический ингибитор алкоголь-дегидрогеназы и фосфоглицеральдегид- 
дегидрогеназы. Они и другие галогенопроизводные (йодацетамид, хлорацето- 
фенон) являются преимущественно необратимыми ингибиторами тех фер- 
ментов, ЗН-группы которых существенны для каталитической функции. 

В состав второй группы ингибиторов, способствующих образованию мер- 
каптидов, входят органические соединения ртути или мышьяка. К ним при- 
надлежат, часто употребляемый реактив на $Н-группы, п-хлормеркурибен- 
зоат и люизит. Действие этих ингибиторов обратимо. Оно нейтрализуется из- 
бытком тиольных соединений, цистеина или ВАТ. Торможение люизитом 
и родственными ему соединениями мышьяка состоит в связывании мышьяка 


$Н-группами липоиновой кислоты, являющейся коферментом пируват- 
оксидазы. 


а СН,-5 
| 
СН 0+А8—В° СЫ, ЕО 
— 

СН-$Н о 

| 

. | 
(СН, . соон (СН). : СООН 

Липоиновая Ук 

А Меркаптид 


липоиновой кислоты 


енко в соединений, инактивирующих ферменты, действует путе" 
лвных групп в дисульфидные. Специфическими реактивахИ 


ые формы тиольных соединений, например 


окисленный глутатион. Общим ингибитором, действующим по тому же при!” 


ципу, является Йодозобензоат. 
Органофосфорные ингибиторы. Это соединения общего типа: 


мо о во 5 

а о ся 
во” о А: 5 
ее 
сти ацетилхолиностеразы. Они тормозят 7 
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некоторые протеолитические ферменты (химотрипсин, трипсин, тромбин), как 
в отношении пептидазной, так и эстеразной активности. В этой группе ингиби- 
торов находится ряд соединений, применяемых в качестве инсектицидов. 
Ингибиторы этого типа реагируют с каталитическим центром чувстви- 
тельных к ним ферментов, аналогично первому этапу ферментативной 
реакции с натуральным субстратом. Вместо присоединения ацильной 
группы субстрата к каталитическому центру происходит присоединение 
замещенной Фосфорильной группы ингибитора и фосфорилирование фер- 
мента. Однако, фосфофермент, в отличие от ацилфермента, является стойким 
ся с малой скоростью. 
Примером ингибитора из группы соединений органического фосфора явля- 
ется известный по работам над ферментами диизопропилфторфосфат (ДР). 


(СН,,НС-О о 
и 
В 


2 $ 
оф 
6 
(СНунс 


Это соединение, а также подобные ему, реагирует с той же ионизирующей 
группой в активном центре фермента, что и естественные субстраты (116). 
Поэтому торможение в данном случае в значительной степени зависит от 
РН реакционной среды. 

Антиметаболиты. Это ингибиторы, конкурирующие с субстратом в ка- 
талитическом центре фермента. По химической структуре они близки к суб- 
страту. Они отличаются кинетикой конкурентного типа, которая вполне 
удовлетворительно объясняег механизм связывания субстрата ферментом. 
Классическим примером такого механизма является торможение сукцинат- 
дегидрогеназы малатом, который отличается от сукцината только отсутствием 
одной группы —СНь. Многие замещенные диамины ингибируют диамин- 
оксидазы. Действие многих алкалоидов сводится кконкурентному, обратимому 
торможению определенных ферментов. Особенно детальному анализу в этом 
отношении было подвергнуто влияние различных веществ на ацетилхолин- 
эстеразу (117). 

Эта тема выходит за рамки нашего учебника. Многие структурные аналоги 
коферментов или активных группировок в коферментах нашли разнообразное 
практическое применение (антивитамины, факторы, тормозящие рост ново- _ 

Й т.п.). 

р ить Такие же иммунизирующие сыворотки, как для анти- 
генных белков, получены и для многих ферментов. Их тормозящее действие 
заключается в реакции между ферментом и антителом (антиферментом), 
и в основном направлено против белка в целом, а не только против химической 

каталитическом центре. Примером может служить о-дифенол- 
и ая полную активность после осаждения иммунотера- 
-оксидаза, сохраняющая Однако, если группировка каталитического центра 
певтической оо и обралунтся. спедафичиний са 
обладает антигенными е с субстратом за активный центр. Например у фос- 
антитела, а инактивируют фермент. Доказано, что у щелоч_ 

юлипаз антит г: 
ровнее каталитический центр и антигенные группы локализованы 


т фермента. 
в разных местах и роль в деле выяснения механизма фер_ 
Антиферменты сыграли 


ментной адаптации и индукции. 
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Анти. ся Маггаск (118). 

ферменты широко обсуждают т 

Активаторы ферментов. ни те = 

ются кофер ают алити 

оферменты, которые приним: жыо 

а выполняя роль переносчиков определенных атомо ее ХИми- 
ности, Йх роль и структура обсуждались отдельно (стр. 16). Здесь 

аа Е о таких активаторах, которые, сами не ое ый >. а 

тической реакции, переводят неактивный фермент в ка ную 


форму или увеличивают его активность. 
на активность многих ‹ 
ОКБ 
э А Ы : . Действие к 
Ионы тяжелых металлов оказывают тормозящее влияние д ие катионов 
в основном довольно специфично, но в большинстве случаев фермент акти- 
вируется более, чем одним катионом. Наблюдается также в антаго- 
низма между ионами. Наиболее известен антагонизм между Мати К+\и между 
Ме++ и Са*+. Этот антагонизм обычно состоит в конкурентном торможении 
(например Мо*++ и 70*+ по отношению к имидопептидазе, 19. 

Магний является природным активатором ферментов, действующих на 
фосфорилированные субстраты (фосфогидролазы, фосфокиназы, синтетазы), 
но его можно заменить марганцем. Г 

Подробный обзор активирования катионами дан в публикации Гебипрег 
(120). 

Анионы в общем мало влияют на активность ферментов, и их воздействие 
лишено специфичности. Исключением является амилаза, активируемая хло- 
ридом, а также, в меньшей степени, другими галогенами. Анализ действия со- 
лей значительно затрудняется из-за их физического воздействия на коллоиды 
и связывания белками, поэтому взгляды на их роль в качестве активаторов 
лишены убедительных экспериментальных обоснований. 

При исследовании влияния активирующей концентрации иона на скорость 
$ ани, ВЕНЕ низких концентрациях иона обычно получается 

ривая типа Масрае а Влияние активирующего иона изменяется 

: отепень очистки фермента также влияет на диа- 
пазон 
активирующих концентраций и на специфичность активации. Фермент 
высокой чистоты неоднократно проявляет большую избирательность по 
отношению к активи 

рующим ионам. Например, неочищенная аргиназа 


ее Е О: Со*+, в меньшей степени Мп*++ и слабо №". 
Для енной аргиназы 
а р: активатором является исключительно Ма 


ферментов влияют: МН, Ма+, 


Активирующее дей 
иствие ионов алл. 
ясным и типичным. ет та 


механизмом является вв 
ческого центра фермента, который без не: 


© роли кофермента. Другой, довольно частой 


ся образование св фер- 
или ме: язи между 
Пример такого механизма ферментом, коферментом и субстратом. 


смещать положение равн . 14). Ионы металлов могут 
пример, последствием образования к снтативной реакции. Это бывает, на 


Анализ механизмов 
активации ионами 
находится еще в начальной стадии. вы методических трудностей 
5 лее, однако, распространя 
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мнение о необходимости металла для каждой ферментативной реакции и в стру- 
ктуре молекулы нативных ферментов. 

Активация путем устранения ингибитора. Активаторами некото- 
рых ферментов являются протеолитические ферменты, отторгающие от фер- 
мента пептидный активатор путем гидролитического разрыва одной или мно- 
гих пептидных связей. Неактивные формы пепсина, трипсина, химотрипсина, 
карбоксипептидазы выделяются многими железами в форме зимогенов. При- 
мером механизма такой активации может служить превращение трипсиногена 
в трипсин (122). Под влиянием соответствующего специфического фермента 
(им может быть сам фермент — тогда процесс активации протекает аутоката- 
литически), от конца пептидной цепи гексапептид отторгается следующего 
состава: 


вал-асп-асп-асп-асп-лиз. 


Отрыв пептида является последствием гидролиза одной только связи между 
лизином и изолейцином (рис. 25). Появление ферментативной активности 
происходит после приближения освобожденного конца пептидной цепи к ка- 
талитическому центру, который раньше был закрыт. Контактной аминокисло- 
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Рис. 25. Активация трипсиногена в трипсин. 


той, необходимой для катализа, является серин, но необходима также и бли- 
зость гистидиновой группы, которая после освобождения конца пептидной 
цепи от ингибитора приближается к сериновой группе. Таким образом фор- 
мируется активный каталитический центр» бывший до этого „замаскирован- 
ным“ присутствием ингибитора. 

Активация химотрипсиногена представляет более сложный процесс, в ходе 


которого по очереди разрушаются определенные пептидные связи. При этом. 


образуются разные формы химотрипсина, обозначаемые при активации &-хи- 
мотрипсиногена символами @-› д-› л-химотрипсинов. Они отличаются разной 
ая ниже схема активации химотрипсиногена основана 


актив . Приводим. 
на БОННЕ Бет Мега и ОезпиеПе (123—126). 


1 — клиническая ферментология м 
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Активация химотрипсиногена (пунктир обозначает дисульфидные мостики) 


ВНУТРИКЛЕТОЧНАЯ ТОПОГРАФИЯ ФЕРМЕНТОВ 


Живая клетка представляет собой высокоорганизованную систему, в ко- 


› 129). К сожалению, большин- 
оэтому не все выводы можно 
. вос 

явлением абсорбции ферментов обенности касается ошибок, обусловленных 


менные представления ов 


альных ферментов, но и многофер окализации, не только индивиду” 
2%] ментнЕ о 
метаболические функции. Например, с систем, выполняющих сложные 
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ыыы. 


Главным образом в митохондриях находятся ферменты, катализирующие 
окисление и синтез жирных кислот. Окисление сукцината и кислородное 
фосфорилирование также происходят в митохондриях. О специализирован- 
ной функции митохондрий свидетельствует относительно большое накопление 
в них коферментов и активаторов. Например, ион калия отличается особенно 
высокой концентрацией в митохондриях. Это относится и к АТФ, который 
составляет до 10% сухого веса митохондриев. Наличие столь высокой кон- 
центрации соединения, служащего источником химической энергии, указы- 
вает на главную, если не исключительную роль митохондрий в произ- 
водстве, накоплении и использовании энергии для нужд биологического 
синтеза. 

В микросомах встречаются преимущественно гидролизующие ферменты, 
особенно эстеразы. Ферменты, принимающие участие в синтезе белка по- 
-видимому, также локализуются в микросомах. Об этом свидетельствуют 
в первую очередь результаты опытов с включением радиоактивных аминокис- 
лот в синтезируемый белок. 

За последние годы удалось выявить дальнейшую морфологическую 
и ферментную дифференциацию клеточных зернистостей. Особенно инте- 
ресны опыты Стееп с т.н. молекулами, переносящими электроны (129). Если 
на т.н. тяжелые митохондрии из мыпшщы сердца действовать ультразвуками, 
то они подвергаются фрагментации. Некоторые фрагменты: сохраняют пол- 
ную способность переносить электроны, окислять сукцинат, но теряют почти 
все ферменты, катализирующие окисление в цикле цитратов. Компоненты 
митохондрий и такой молекулы представлены на следующей схеме: 


Митохондрия 
Субстраты цикла т Пиридиновые Е Флавино- Гемо- =) 
лимонной кислоты ферменты (НАД) ферменты ферменты -. 
сукцинат 


Молекула переносящая электроны 


Сукцинат Флавино- Гемо- 
НАД:Н, `” ферменты * ферменты ” о, 


Молекула, переносящая электроны, окисляет сукцинат и НАД-Н,. При 
этом сохраняется способность кислородного фосфорилирования АДФ из нео- 
рганического фосфата. 

Фрагментирование митохондрий ‘ультразвуками в присутствии ионов 
магния приводит к появлению молекул, переносящих электроны, но лишен- 
ных способности кислородного фосфорилирования. 

Молекула, переносящая электроны и не фосфорилирующая, содержит 4 рода 
Цитохромов, 2 рода флавиноферментов, кроме того многочисленные липо- 
протеиды, негемовое железо, медь и магний. Из коферментов, в довольно 
больших концентрациях встречаются НАД и АТФ. Железо распределяется 
вдоль цепи транспорта электронов, медь скапливается вблизи цитохром- 
-оксидазы, а магний главным образом связан с АТФ. 

Для молекул, способных к кислородному фосфорилированию, 
присутствие кофермента О в восстановленной форме. Это хинон, 
© одним из липопротеидов. & 

Мало известно о локализации ферментов в клеточном ядре, 
шинство обнаруживаемых в нем ферментов встречается в 


характерно 
связанный 


так как боль- 
весьма малых 
т” 
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Таблица 6 


ллюлярных структурах печени грызунов 


окализация интраце: 
л ферментов в аа В, 


1958) 








Ядро 


Митохон- 
дрии 


Микросомы 


Жидкость 
над центри. 
Фугатом 





А. Ферменты, находящиеся главным 
образом в ярде 


НАД-пирофосфорилаза 
Б. Ферменты, находящиеся главным 
образом в митохондриях 
Кислая фосфатаза 
Арилсульфатаза (действует на сер- 
нокислый нитрокатехол) 
Глутаминат-дегидрогеназа 
Изоцитрат-дегидрогеназа (НАД) 
Сукцинат-дегидрогеназа, 
Цитохромоксидаза 
`Уратоксидаза 
Аденилаткиназа 
Рибонуклеаза 
Ацетил-КоА-трансфераза 
В. Ферменты, находящиеся главным 
образом в микросомах 
Карбоксилэстераза = 
Ацетилхолинэстераза 
Холинэстераза 
Эстераза витамина А 
Холестеролэстераза 
Шелочная фосфатаза 
Глюкозо-6-фосфатаза 
Арилсульфатаза (действующая на 
ацетилфенилсульфат) 
Холил-КоА-синтетаза 
Г. Растворимые ферменты, находя- 
щиеся преимущественно в жид 
кости над центрифуатом = 
Лейцинаминопептидаза — 
Аденозин-дезаминаза 
Гексозодифосфатаза 
Пактатдегидрогеназа 
зоцитратдегидрогеназа 
Глюкозо-6-фосфат-де о 
лутатион-редуктаза. о 
спартат-аминотрансфераза 
Глюкокиназа 
Кетогексокиназа 
Фосфоглюкомутаза 
ФАД-пирофосфорилаза 
Глюкозан-фосфорилаза 
Уклеозид-рибозил- 
онитатгидратаза ‘трансфераза 
Г -- 
—' серменты, находящиеся во ы 
тих фракциях МНО 
Аргиназа — 


В-глюкуронидаза 
Каталаза 


Фумараза 
у АТФ-аза (активируемая Са) 


100 


ЗЫ 

















+ 
Е 
+ 


Ре ЕЕЕТ к 


Ен [ | 


н 


И НЫ 


+1 





+++ 
+++ 
+++ 


ве 
н НЕЕ о Гео ИЕНа 1 
+ 





++ 
++ 


+ 


ИЕЖЕЕЕЕ+ + 


+++ 
++++++ 
+++ 
+++ 


+++ 


+ 
-- 
РРЕГ к ++ 
Е 


-- 
+ 
+ 
+ 


РЕ в 


ТЕ ЕЕЕЕ+ 


| 





В этом с 
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количествах. Только НАД-пирофосфорилаза находится исключительно в ядре* 
Изолированные хромосомы в ядре изобилуют щелочной фосфатазой. 

Детальная локализация ферментов в печеночных клетках крысы состав- 
лена ГАхоп и \УебЬ (130), у которых заимствована таблица 6. 


РЕГУЛЯЦИЯ И КОНТРОЛЬ ФЕРМЕНТАТИВНОЙ АКТИВНОСТИ 


До сих пор рассматривались свойства ферментов, изолированных из клеток 
и по возможности тщательно очищенных, ш уйго. В клетках, как правило, 
встречаются многоферментные системы; помимо того, в них имеется про- 
странственная локализация ферментов или т.н. ферментная топография, о ко- 
торой была речь в предыдущей главе. Для клеточного метаболизма характерно 
наличие многочисленных метаболических направлений, требующих коорди- 
нации активности многоферментных систем, в которых каждый фермент ка- 
тализирует только одну определенную реакцию. В ферментных системах от- 
дельные звенья функционально сопряжены друг с другом общими метаболи- 
тами. Продукт определенной ферментативной реакции является субстратом 
для следующей. Реакции, как правило, обратимы, поэтому метаболиты долж- 
ны быть одновременно субстратами для двух ферментов, катализирующих 
реакцию в противоположных направлениях. 

Помимо пространственной организации многоферментных систем связан- 
ной с внутриклеточными структурами, существует координация посредством 
субстратной специфичности. Она относится к тем ферментам, которые по 
своей растворимости находятся в цитоплазме без определенной локализации. 
В данном случае направление превращений зависит от специфичности фер- 
мента, выбирающего подходящий субстрат и передающего продукт среде. 
В этом случае также действуют многоферментные системы, координированная 
работа которых является результатом их химической специфичности. 

Примером системы, в которой представлены оба рода организации, может 
служить 3-фосфоглицериновый цикл ВчесВег (131). В цитоплазме находится 


Лиридиновый фермент 


НАД { } НАД - № 


Фермент” ВагапоиК 







ЦИТОПЛАЗИА ФИ Фата 


Мемарана 





фермент бгеел 


| 


2 Цитохром © 









ИЦТОХОНДРИа 






Рис. 26. 3-глицерофосфатный цикл (ВёсВег). 


Растворимая 3-фосфоглицерин-дегидрогеназа (фермент Вагапо\зК!), а в ми 
тохондриях — нерастворимая и связанная с мембраной и перегородками ЕИ- 
дрогеназа того же субстрата (фермент Стееп). Растворимый Фермент отни- 
мает посредством НАД 2 атома водорода у цитоплазматических доноров и вос- 
станавливает фосфодигидроацетон (ФДГА) в 3-фосфоглицерин. Продукт этой 
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иальную мембрану и становится суб. 


ой дегидрогеназы, функцио- 
стратом нерастворимой, ПР а нюх (через в 
нально и топографически связ. ыы нерастворимой дегидрогеназы 
хром ©). Цитохромы отнимают поср 3-фосфоглицерина, который окисля- 
электроны (а тем самым и протоны) у оплазму и становится а 
ФЛДГА. Этот продукт переходит в Цит у Е 
ыы в ом для растворимой дегидрогеназы. Таким образом цикл замыка- 
а: ежик образуется ‘метаболический путь для атомов водорода, по 
которому они продвигаются от доноров водорода в цитоплазме к кислороду, 
используемому в митохондриях. 

В реакциях переноса химических групи часто встречаются многофермент- 
ные системы, функционально сопряженные, если эти ферменты располагают 
одним и тем же коферментом. 'Гипичным примером являются дегидрогеназы, 
простетическую группу которых составляют неустойчиво присоединенные 
НАД или НАД-Н,. Тогда диссоциирующий кофермент передает или отни- 
мает атомы водорода у нескольких ферментов. 

Такое положение создается во время т.н. дизмутации триозофосфатов при 
гликолизе. Глицеральдегидфосфатдегидрогеназа катализирует перенос 2 ато- 
мов водорода с глицеральдегид-3-фосфата на НАД. Восстановленный НАД, 
те. НАД-Н, передает, при каталитическим влиянии 3-глицерофосфат- 
-дегидрогеназы, эти 2 атома водорода на ФДГА, который превращается 
> а Третий фермент, триозофосфатизомераза катализирует 

заимное превращение этих двух сложных эфиров. Суммарная реакция: 


проникает через митохондр 


> Е принимают участие 3 фермента, функционально сопряженные. 
ъ много примеров функциональных или структурных сопряжений. Об 


ма, переносящая электроны в митохондриях, 
переносящие электроны. О них ты ыы ты, 
Защ ферме а и ( С рилось более подробно в главе о локали- 

Обобщая, можно ска: х : 
ных систем, координир 


как концентрация метаболит литов. На Эту ско 
циал, торможение реак о 


не говоря ыы регу. 
Е: Не орегуляции и существует также и гормо- 
ферментов. РМУ биохимичесь” Которая также представляет 
ского Управления посредством 
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Метаболическая регуляция ферментативной активности представляет весь- 
ма сложные проблемы и, несмотря на применение современной исследова- 
тельской техники, еще далеко не расшифрована. Поэтому здесь будут упо- 
мянуты только те механизмы регуляции, которые подтвердились опытами 
ш у о. Экстраподяция результатов исследования изолированных ферментов 
на организованные ферментные системы ш УЁо довольно рискованна. 

На активность фермента, кроме индукции или репрессии, обнаруженных на 
сегодняшний день только у бактерий, могут влиять такие факторы, как обрати- 
мая диссоциация простетической групны или обратимое присоединение специ- 
фического ингибитора. Известно также, что ряд ферментов является $Н-фер- 
ментами и их активность зависит от наличия свободных $Н-групи. В главе 
об активаторах ферментов обсуждались некоторые механизмы активации. 
Особенно важна роль ионов металлов. Их подвижностью по отношению 
к ферментам, локализованным в определенных отделах клеток, можно объяс- 
нить быстрое течение ряда физиологических реакций. Так по крайней мере 
пытались подойти к вопросу о роли магния и кальция в процессе сокращения 
мышцы, вызванном поляризацией окончания двигательного нерва. 

Большую роль в регуляции метаболических процессов играют гормоны. 
Они могут ускорять или замедлять жизненные процессы. Биохимический ме- 
ханизм их активности представляет весьма любопытную проблему. На сего- 
дняшний день еще невозможно сделать общие выводы и создать теорию 
гормональной активности, но уже имеются доказательства влияния известных 
гормонов на известные ферменты. Обзор материалов по этому вопросу 
находится в ряде статей (133—135). 

Лучше других исследованы ферментативные аспекты действия эстроген- 
ных гормонов, вероятно потому, что они вызывают быстрый рост эндоме- 
трия, плаценты, молочной железы, а также резкие изменения метаболизма. 
Под влиянием эстрогенов, только в упомянутых органах, было обнаружено 
резкое повышение потребления кислорода, главным образом за счет усилен- 
ного сгорания лимонной кислоты. Интенсификация этих превращений столь 
низкими концентрациями эстрогенов, как 4 * 109 эстрадиола, была доказана 
на срезах плаценты. Исследования, проводимые при помощи метаболитов 
и ингибиторов, доказали, что в данном случае происходит активация изоци- 
тратдегидрогеназы. Оказалось, что это был косвенный эффект, и что по су- 
ществу дело заключается в снабжении фермента коферментом, в данном 
случае НАДФ. Этот кофермент образуется путем трансгидрогенации НАДФ - 

*Ньв НАД, катализируемой трансгидрогеназой. Именно этот фермент оказы- 
вается чувствительным к эстрогенам, что подтвердилось на очищенном препа- 
рате. Все органы, реагирующие на эстрогены, содержат эстрогеночувствитель- 
ную НАДФ . Н,-трансгидрогеназу, катализирующую реакцию 


НАДФ-Н, + НАД = НАДФ + НАД-Н, 


Та же трансгидрогеназа в других органах не реагирует на гормоны. 

етические исследования показали, что механизм действия эстрогенов 
на этот фермент состоит в их соединении с неактивной формой фермента 
и превращении ее в активную форму (136). Усиленное производство НАДФ 
стимулирует синтетические процессы, а появление НАД-Н, усиливает оки- 
сление посредством цитохромной системы, и тем самым способствует нако- 
плению энергии в процессе кислородного фосфорилирования. Последствием 
эстрогенной стимуляции является накопление высокоэнергетических фосфа- 
тов, что в свою очередь увеличивает синтез белков, липоидов и нуклеиновых 
кислот. Результатом этого процесса является знакомый эффект гиперплазии. 
матки или плаценты. 
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а фермент является образование 

примером ая п адреналина или глюкагона 

вы ы тах из печени этот эффект наблюдался при кон- 

(137). На срезах и м ИЗ покагона 108М. В результате действия этих 

к и ные и увеличивалось производство глюкозы 

ЕР ое активности глюканфосфорилазы. 

: аи тормонольный эффект на фосфорилазу не является од- 

еее процессом. Зи ейап4 и сотр. (137) рн влия- 
нием гормонов образуется неизвестным образом ад 


мн, 


Аденозин-3’-5’-фосфат (циклический аденилнуклеотид) 


дающий в больших разведениях (10`7М в гомогенатах, 10-5М в срезах) те же 
метаболические эффекты, что и гормоны. Аналогичным механизмом гормональ- 
ного действия отличается кортикотрофин. Последний также служит промежу- 
точным активатором глюканфосфорилазы в корке надпочечников. В этой ре- 
акции также образуется аденилнуклеотид в качестве промежуточного продукта. 

Многие гормоны влияют определенным образом на метаболизм. Знакомо 
стимулирующее действие инсулина на липогенез, дискоординация фосфо- 
рилирования и окисления, вызываемая тироксином, стимулирование синтеза 
белка соматотропином и много других метаболических эффектов действия 
гормонов. Эти эффекты не будут предметом обсуждения в этом учебнике, 
так как до сих пор неизвестно, на какие ферменты и каким образом действуют 
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Наконец, к упомянутым вскользь вопросам метаболической регуляции 
(143), следует прибавить влияние проницаемости клеточных и митохондриаль- 
ных мембран, во многих случаях избирательное для определенных метабо- 
литов. Этот важный фактор определяет направление метаболических процес- 
сов и точку ферментативного равновесия. Активный транспорт ионов и ме- 
таболитов обеспечивается ферментными системами с общим названием пер- 
меаз, проявляющими (у бактерий) свойства индуцированных ферментов (142). 


ГЕНЕТИЧЕСКАЯ РЕГУЛЯЦИЯ АКТИВНОСТИ ФЕРМЕНТОВ 


Согласно современным взглядам, первичная структура молекулы белка, 
т.е. длина пептидной цепи и последовательность аминокислот генетически 
детерминирована. Веществом, с которым связан перенос наследственных при- 
знаков на клетки потомства, является дезоксирибонуклеиновая кислота (ДНК). 
Это нуклеотидный полимер, в котором встречаются четыре рода нуклеотидов, 
различных по роду пуринового или пиримидинового основания. По СисК 
(144) первичное строение молекулы ДНК, т.е. последовательность нуклео- 
тидов, определяет последовательность аминокислот в полипептидной цепи 
белка. Последовательность нуклеотидов является формой записи генети- 
ческой информации, находящей отражение в строении молекулы белка, 
а следовательно, и в строении ферментов. 

Мутация в области генетического локуса в хромосоме обычно состоит в за- 
мещении нуклеотидной пары в двойной спирали ДНК другой парой. Это 
означает ошибочную запись в данном месте, результатом чего является изме- 
нение в структуре молекулы белка. 

Оно состоит в замене одной аминокислоты другой или в лишении пептидной 
цепи некоторых аминокислот. 

Весьма вероятно, что положение каждой аминокислоты в пептидной цепи 
определено триплетом пар нуклеотидов, а тем самым триплетом пар осно- 
ваний, спаренных между собой соответствующим образом (по образцу аденин- 
цитозин и гуанин-тимин) в соседних отрезках двойной спирали. Из 64 воз- 
можных триплетов в молекуле ДНК 44 ничего не определяют, а только раз- 
деляют те, которые в числе 20 определяют положение каждой аминокислоты 
в пептидной цепи. 

Замена одной пары нуклеотидов другой парой, в процессе мутации, образует 
новую триплетную группировку, что влечет за собой замену одной аминоки- 
слоты другой, свойственной этому триплету, или же формирует новую группи- 
ровку, лишенную значения с точки зрения генетической информации; в том 
случае пептидная цепь будет неполной, или вообще не образуется. Примеры 
первого механизма встречаютсяу многочисленных разновидностей гемоглобина 
(145). Сатеп и Теудива! (146) дали доказательство полного прекращения 

синтеза белка в результате мутации. 

Мутации могут трояким образом влиять на ферментативную активность: 
1) вызывают качественное изменение в структуре фермента; 2) вызывают 
количественное изменение в синтезе ферментов; 3) косвенно влияют ‘на актив- 
ность фермента, не вызывая ни качественного, ни количественного изменения. 

Среди последствий мутаци у пеитозрота чаще всего встречается появление 
У определенного фермента увеличенной чувствительности к повышенной 
температуре или к денатурирующим факторам. Так; для локуса, определя- 
ющего стойкость тирозиназы по отношению к повышенной температуре был 
найден аллель, обусловливающий ее неустойчивость (147—149). Следова- 
тельно, существует пара аллелей Т* и Т! для стойкой и лабильной форм тиро- 
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по удельной активности фермента после насьшщения последнего субстратом, 


Образование неактивной формы фермента было выявлено у мутантов иец- 
тозрога, у которых мутации происходили в сопряженной группе генов, ответ- 
ственных за синтез триптофана (151, 152). Мутант производил белок, который 
реагировал с антителом для триптофансинтетазы, но обладал (153) остаточной 
ферментативной активностью. Детальный анализ локуса Дт в сопряженной 
группе 2 мутантов пеигозрога показал, что в нормальном (диком) типе трипто- 
фансинтетаза является белком, состоящим из двух компонентов А и В, раз- 
делимых при помощи колоночной хроматографии на диэтиламиноэтилцеллю- 
лозе. Каждый из компонентов в отдельности лишен активности. После соеди- 
нения они катализируют три реакции, из которых состоит синтез триптофана: 


(1) индол--серин —> триптофан 
{2) индолилглицерофосфат -Есерин -> индол +триозофосфат 
(3) индолилглицерофосфат +-серин -> триптофан + триозофосфат 
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ризуется низкой активностью по отношению к бензоилхолину, используе- 
мому в качестве субстрата, более, чем 10-кратным ростом константы Михаэлиса 
для этого субстрата и пониженной чувствительностью к ингибиторам. Сред- 
ний тип обладает более низкими ингибиторными показателями для тормо- 
жения фермента. 

Оказалось, что оба вида фермента, т.е. патологическая и средняя формы, 
одинаково чувствительны к тем ингибиторам, которые специфически реаги- 
руют с местом, связывающим сложные эфиры в ферменте (например к тетра- 
этилпирофосфату). Зато ингибиторы, конкурирующие с катионным атомом М 
в холине ацетилхолина действуют иначе по отношению к анионной группе, 
связывающей субстрат в ферменте. Они дают кинетику типа конкурентного 
торможения по отношению к сыворотке, содержащей патологический фер- 
мент и не являются конкурентными ингибиторами по отношению к физиологи- 
ческой сыворотке. Эти наблюдения указывают на отсутствие анионной группы 
в патологическом ферменте, связывающей ингибитор в физиологическом фер- 
менте. 

Семейные исследования показали, что существование двух форм ацетилхо- 
линэстеразы детерминировано 2-мя аллелями, находящимися в одном локусе, 
причем особи со средней формой, по-видимому, являются гетерозиготами. 

Имеется ряд других примеров, свидетельствующих о том, что замена 
одного аллеля другим вызывает изменения в структуре зависимого от него 
фермента. „Мутированные“ ферменты подвергались фракционированию 
и очистке. Генетически обусловленные изменения могут относиться к катали- 
тическому центру фермента, что находит отражение в изменении его сродства 
к субстрату (разницы в К, и К.) или изменении энергии активации ком- 
плекса фермент-субстрат. Изменение чувствительности к повышенным тем- 
пературам является следствием изменений вторичной и первичной структур 
молекулы фермента. В одном случае результатом мутации (158) была склад- 
чатость пептидной цепи, маскировавшая каталитический центр. Подогре- 
вание неактивного фермента восстанавливало его активность. 

Мутации влияют также на процесс индукции синтеза фермента, детермини- 
рующий количество фермента, образуемое в данных условиях. Есть наблю- 
дения, указывающие на производство, в результате мутации, ингибитора фер- 
мента, что косвенным образом влияет на активность последнего. 

Описаны случаи, в которых значительное уменьшение активности было 
последствием мутаций в нескольких местах, даже не сопряженных между 
собой (159). Есть предположение, что хромосома имеет несколько мест, раз- 
личным образом поддерживающих процесс синтеза ферментного белка, и тем 
самым влияющих на его активность. 

Вообще мутации, выражающиеся резким изменением активности фермента, 
специфичны для определенных ферментов (160, 161). Гипотеза, предшеству- 
ющая этой главе, согласно которой структура отдельных ферментов детерми- 
нируется одиночными генетическими локусами, нуждается в пересмотре 
В связи с явлением взаимного дополнения аллелеи из разных локусов при 
синтезе фермента (162). 

Это явление указывает на факт, что не все ферменты находятся в прямой 
зависимости от генетического локуса. Это объясняется репродукцией генети- 
ческой информации, содержащейся в локусе в форме однозначной структуры 
подъединицы белка, из которых состоит большинство ферментов. Такое 
взаимное дополнение аллелей, расположенных в разных локусах, было вы- 
явлено в процессе образования форм человеческого гемоглобина или трипто- 
фан-синтетазы из В. сой, белок которых состоит из неодинаковых подъеди- 
ниц, находящихся под управлением генетически разных локусов. Взаимное 
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сии, т.е. торможения синтеза фермента специфическим химическим соеди- 
нением, которым почти всегда бывает продукт реакции или его аналог. 

В отличие от механизма мутации генов, эффект индукции синтеза фермента 
происходит на другом организационном уровне, а именно там, где клеточный 
аппарат синтеза белка переписывает генетическую информацию. Транскрип- 
ция генетической информации с ДНК на белки требует структурного посред- 
ника или „посыльного“ для переноса биохимического шифра на цитоплазму 
(рибосом). Необходимо знать, где происходит индукция синтеза ферментов, 
на генетическом или на цитоплазматическом уровне. 

Кинетика явлений индукции и репрессии указывает на то, что их действие 
сравнимо с действием диссоциирующего активатора или ингибитора, иссле- 
дуемым в ферментной системе ш уйто. Иммунологические исследования 
и опыты с изотопами доказали, что индукция низкомолекулярными хими- 
ческими соединениями обусловливает весьма эффективный и полный синтез 
ферментного белка из аминокислот (163, 164). Анализ эффекта индукции со 
стороны влияния субстратов (метаболитов) и продуктов реакции на макси- 
мальную скорость реакции У и К‚. обнаружил количественную зависимость 
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Специфичность индуктивного и репрессивного действий независима от 
строения ферментных белков. Это строение детерминировано совокупностью 
тенов, т.н. структурных. Кроме этих генов есть регулирующий ген, который 
влияет на размеры синтеза фермента, если синтез индуцируется или подав- 
ляется (репрессия) посредством цитоплазматических веществ» синтезируемых 
под его управлением. 

Репрессор или метаболит, тормозящий синтез специфического фермента» со- 
трудничает с оперативным геном на уровне „посыльного“ генетической ин- 
формации, или по прямому пути. Специализированный „посыльный“ опера- 
тивного гена, иначе называемый оператором, соединяется с репрессором, 
вследствие чего подавляется синтез фермента. 

Этот вывод основан на многочисленных опытах из области генетики и био- 
химии (167). Предполагается, что один и тот же оператор может одновре- 
менно переносить информацию от ряда генов к ряду белков. Индукция или 
торможение синтеза ферментов может в таком случае состоять в реакции 
между оператором и метаболитами ферментативных реакций. 

Структурные гены, находящиеся, под управлением оперативного гена, 
обычно сгруппированы и образуют функциональную единицу. Тасоь и Мопо@ 
рекомендуют назвать эту единицу опероном. Действие репрессора на уровне 
оперативного гена состоит в том, что оператор, соединившись с репрессором, 
перестает действовать, в результате чего подавляется синтез фермента. Если 
оператор свободен, перенос структурной информации и индукция фермента 
происходят беспрепятственно. 

Структурная информация переносится со структурных генов на цитоплаз- 
матические синтезирующие центры в микросомах посредством растворимой 
рибонуклеиновой кислоты, которая отличается весьма быстрым обменом. Это 
и есть упомянутый выше „посыльный“, переносящий информацию, объект 

деятельности индукторов и репрессоров. 

Анализ явлений ферментной адаптации выявил основной факт. Оказыва- 
ется, что бактериальный геном содержит не только планы структуры фер- 
ментов, но и программу осуществления их синтеза и средства, обеспечивающие 
контроль над ходом синтеза. 


ПРОМЕЖУТОЧНЫЙ ОБМЕН ВЕЩЕСТВ 
ОБМЕН БЕЛКОВ И АМИНОКИСЛОТ 


Все белки в животном организме постоянно обновляются за счет своих 
предшественников; иначе говоря, они пребывают в состоянии динамического 
равновесия. Это было доказано опытами с включением аминокислот, мечен- 
ных изотопами 14С, ЗН и М. Есть разница в скорости обновления между от- 
дельными видами белков в органах, где происходит их синтез 4е поуо. 

Наряду с непрерывным синтезом новых молекул белка происходит их 
распад на аминокислоты под влиянием внутриклеточных пептидогидролаз 
(протеолитических ферментов). В организме существует фонд свобод 
аминокислот, в котором смешиваются аминокислоты, освобождаемые при 
распаде белка, с аминокислотами алиментарного происхождения, а также 
с аминокислотами, происходящими из жирных кислот и других предше: я 
ников. Однако, организм способен синтезировать только некоторые амино- 
кислоты, т.н. эндогенные. Остальные поступают с пищей, и синтез беда 
зависит от их подвоза. 
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Активированные аминокислоты соединяются, соблюдая последователь- Всле 
ность, свойственную данному роду белка и виду животного. Это происходит части“ 
в соответствии с генетической информацией, пересылаемой из клеточного нием т 
ядра в место, где происходит синтез белка, т.е. в микросомы (рибосомы). Иан: 
Передатчиком аминокислот является т.н. растворимая рибонуклеиновая ки- 
слота ($РНК), состоящая приблизительно из 90 нуклеотидов. 

Ферменты, активирующие индивидуальные аминокислоты, выполняют * Суды 
двоякую функцию. Они не только переводят кислоты в реактивную форму, а 
но и переносят аминокислотные остатки на концевой аденозиновый остаток, аминою 
находящийся всегда на конце полипептидной цепи $РНК, с освобождением 

ИФ. Этот этап реакции можно представить следующим образом: ет Е. 
я > 
Фермент -АМФ-—ОС-СН*В-+5РНК — фермент АМФ-- 5РНК—ОС-СН:В от 
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После укомплектования аминокислот в пептидные цепи, освобождается 
РНК и заново служит для переноса активной аминокислоты. Эта роль соот- 
ветствует функции кофермента, а весь процесс имеет циклическую форму. 


РАСПАД{БЕЛКА 


В клетках находятся многочисленные пептид-гидролазы (протеолитические 
ферменты), разлагающие специфическим образом высокомолекулярные белки 
на пептиды (катепсин В и С). Их дальнейший распад происходит под вли- 
янием аминопептидаз и карбоксипептидаз, последовательно отрывающих сво- 
бодные аминокислоты у обоих концов пептидной цепи. Часто протеолитичес- 
кий процесс требует толчка в виде расслабления третичной структуры моле- 
кулы, что дает протеолитическим ферментам возможность действовать (на- 
пример разрывать мостики $—5). 

Вследствие распада белка в клетке образуется смесь аминокислот, которые 
частично используются для синтеза новых молекул белка, а частично, тече- 


нием тканевых жидкостей и крови, распределяются по разным органам 
и тканям. 


ОБМЕН АМИНОКИСЛОТ 


Судьбы аминокислот в организме различны. В основном они служат для 
синтеза белка. Кроме того, части пептидной цепи и химические группировки 
аминокислот используются для синтеза небелковых соединений, или же пере- 
ходят в экскреторные продукты. Особого внимания заслуживают превраще- 
ния, которым подвергаются карбоксильная группа, аминогруппы и боковая 
цепь отдельных аминокислот, так как эти группы можно метить изотопами. 
и находить среди метаболитов. 

Аминогруппа каждой из аминокислот может быть перенесена на опреде- 
ленные кетокислоты. Эту реакцию катализируют ферменты, переносящие 
аминогруппы, т.е. аминотрансферазы. Их необходимым коферментом явля- 
ется пиридоксальфосфат, осуществляющий перенос этой группы. Механизм 
переноса описан в главе о коферментах (стр. 16). 

Главными, в количественном отношении, акцепторами аминогрупи служат 
щавелевоуксусная и 2-кетоглутаровая кислоты, образующиеся в цикле ли- 
монной кислоты. Источником обоих кетокислот является обмен сахаров 
и жиров в этом цикле. Это обеспечивает биосинтез глутаминовой и аспараги- 
новой кислот. Пировиноградная кислота, метаболит сахарного обмена, может 
получить аминогруппу от глутаминовой кислоты, в присутствии соответ- 
ствующей аминотрансферазы. В данном случае образуется аланин. 

Аспарагиновая и глутаминовая кислоты являются, в количественном от- 
ношении, главными донорами аминогрупи для реакций трансаминирования. 
В принципе, все эндогенные аминокислоты получают аминогруппы посред- 
ством дикарбоновых аминокислот, которые, со своими амидами, глутамином 
и аспарагином служат главным источником аминогруппи и связанного аммиака 
для организма. 

Отрыв аминогруппы аминокислот совершается путем кислородного деза- 
минирования, в соответствии с общим уравнением реакции 


в & к 
| | | 
сн—мн, —2Н > С=МН ОТ + мн, 
| 
боон соон соон 
Аминокислота Иминокислота Кетокислота 
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или дегидрогеназами аминокислот, 
пиридиновые коферменты. Оксидазы 
дами, функционирующими в качестве транс р 
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* пакротвынны о представляют собой пиридиновые ферменты. 
Они перехватывают 2 атома водорода на НАД или НАДФ, являющиеся их 
омов водорода от восстановлен- 


простетическими группами. Акцепторами ат 
ных пиридиновых коферментов служат многие другие ферменты, пириди- 
новые и флавиновые. Значительная часть атомов водорода окисляется по- 


средством цитохромной системы. 

Аммиак, продукт кислородного дезаминирования аминокислот и гнилост- 
ных процессов в кишечнике, превращается в мочевину. Синтез мочевины 
из аммиака и углекислоты происходит в печени, в ходе циклического про- 
цесса, в котором принимает участие ряд метаболитов и который катализиру- 
ется рядом ферментов. Этот цикл описан ниже (стр. 115). Суммарная реакция 
имеет следующую форму: 

МН, 
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Кислородному декарбоксилированию аминокислот с разветвленной цепью 
предшествует их дезаминирование. Процесс декарбоксилирования протекает 
аналогичным образом. Дальнейшими продуктами реакции являются ацето- 
уксусная кислота (лейцин, изолейцин) и метилмалоновая кислота (из валина), 
а их превращения связаны с метаболизмом разветвленных жирных кислот, 
зависимым от КоА. и специфических ферментов. 

Превращения ароматических аминокислот, подробно представленные в ме- 
таболической таблице, ведут к конечным продуктам, ацетоуксусной и фума- 
ровой кислотам. Это ряд реакций, в состав которых входят гидроксилиро- 
вание, трансаминирование, окисление и гидролиз. Попутно происходит ки- 
слородный разрыв бензольного ядра посредством гомогентизинатоксигеназы. 
Гомогентизиновая кислота является предшественником темного пигмента, ко- 
торый находится в моче при алкаптонурии. Это явление обусловлено мета- 
болическим блоком, образующимся по генетическим причинам в этом месте 
и вызывающим накопление гомогентизиновой кислоты. 

Из тирозина образуется адреналин, дийодтирозин, а также йодированные 
производные тиронина (гормоны щитовидной железы) и меланины волос 
и кожи. 

Превращение триптофана через серию промежуточных реакций ведет 
к появлению никотиновой кислоты, которая частично удовлетворяет потреб- 
ность организма в витамине РР и является предшественником в синтезе 
пиридиновых коферментов. 

Аргинин, пролин и гистидин переходят в глутаминовую кислоту. Помимо 
того, аргинин, под влиянием аргиназы, может прямо переходить в мочевину. 
При распаде гистидина вознчкает „активный формиат“, т.е. одноуглеродный 
фрагмент разорванного имидазольного ядра. „Активный формиат“ является 
формилпроизводным тетрагидрофолиевой кислоты, кофермента формилтранс- 
фераз (см. главу о коферментах, стр. 25). Ферменты, переносящие фор- 
мильные группы, играют важную роль при биосинтезе пуринового ядра, 
а также серина и глицина. Следовательно, эти синтезы зависят от витаминов 
из группы фолиевой кислоты. Для превращения серина в глицин необходим 
также пиридоксальфосфат. 


ОБМЕН ОДНОУГЛЕРОДНЫХ ФРАГМЕНТОВ 


К ним принадлежат „активный формиат“, „активный формальдегид“, т.е. 
активные формильная и гидроксиметильная группы. Последняя является пря- 
мым предшественником метильной группы. Своей реактивностью они обязаны 
соединению с простетической группой ферментов типа трансфераз (гидрокси- 
метилтрансфераза, формилтрансфераза, формиминотрансфераза), являющейся 
тетрагидрофолиевой кислотой (см. глава о коферментах, стр. 25). Организм 
располагает фондом одноуглеродных фрагментов, используемых при синтезе 
пуринового ядра, имидазольного ядра гистидина, и бета-углерода серина. 
Кроме того, этот фонд является эндогенным источником метильных групп 
Для метионина, который в свою очередь служит донором этих групи в ре- 
акциях биологического метилирования. 

Расположение одноуглеродных фрагментов в метаболическом процессе изо- 
бражено на схеме, составленной на основании опытов с изотопами. Звездочка 
Означает меченный углерод. ; ` - 

Авитаминоз типа дефицита фолиевой кислоты препятствует внедрению ра- 
Диоактивных формиатов и формальдегида в упомянутые соединения, или‘их 
синтезу. Тот же эффект вызывается аминоптерином и аметоптерином, анта- 
гонистами фолиевой кислоты;. Механизм их действия состоит, в-неконкурент- 
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Обмен одноуглеродных фрагментов (ТГФК — тетрагидрофолиевая кислота) 


ном торможении редуктазы дигидрофолиевой кислоты, что в свою очередь 
подавляет образование тетрагидрофолиевой кислоты (ТГФК), необходимого 
кофермента для переноса одноуглеродных фрагментов. 
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весьма реактивно и может быть метилирующим фактором. В этой форме 
метильная группа используется для синтеза креатина или для метилирования 
цитозина в тимин и коламина в холин. 

Метионин переходит, после отдачи реактивной метильной группы, в гомо- 
цистеин. При реакции конденсации с серином образуется цистатионин, который 
распадается на гомосерин и цистеин. Конденсация катализируется фосфо- 
пиридоксальпротеидом, называемым цистатионсинтетазой. 

Метионин является необходимой аминокислотой. Исключение этого веще- 
ства из пищи создает необходимость и в доставке цистеина, принадлежащего 
к эндогенным аминокислотам. 

Цистеин подвергается кислородному разложению, через этап цистеиновой 
кислоты, вилоть до пировиноградной кислоты и сульфата. Подобным же 
образом проходит разложение цистеина с отщеплением Н,$ и аммиака, ката- 
лизируемое цистеинтранссульфгидразой. В этом случае также образуется пиро- 
виноградная кислота. 

'Треонин разлагается под влиянием треонинальдолазы (почка, печень) на 
глицин и ацетальдегид. Он может также окисляться в 2-кетомасляную кислоту. 


ЦИКЛ МОЧЕВИНЫ 


Этот цикл представляет замкнутую цепь реакций, играющих центральную 
роль в процессе удаления из организма избытка аминогрупи под видом мо- 
чевины. Особенностью цикла является то обстоятельство, что каждый из 






мн] АТФ 9 нм. соо 
Н,М-СО^Р ‚со ным-сн 
№-ацетил- В мН сн, -соон 
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одство мочевины из лю- 
лирует произв: з 
его метаболитов ей о Уроньвк метаболитов цикла постоянен, 
бого количества ме. и == ‚оеаанй торая одноврененн” 
но он зависит от агин. 
вую кислоту. ы 
я аперины происходит из Ее еееац 
— я аспарагиновой. Так как все аминокислоты АН в АвЕь: 
Е вания передавать аминогруппы двум реже ный ы тих 
рн то аминный азот белка именно этим пут 
м и й сагирует с бикарбонатом и с АТФ, 
а глутаминовой кислоты р. , 
С] бон Орнитинкарбамилтрансфераза переносит карба 
Е ЕН на д-аминогруппу орнитина. Образуется цитрулин и неор- 
в жы вированным при помо 
В следующей реакции цитрулин соединяется с активир р щи 
АТФ аспартатом в аргинилсукцинат. Это соединение расщепляется аргинил- 
сукцинатлиазой на фумаровую кислоту и аргинин. В ходе последней реакции 
цикла аргиназа гидролизует аргинин на мочевину и орнитин. 


ОБМЕН НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ 


БИОСИНТЕЗ НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ 


Биосинтез дезоксирибонуклеиновой кислоты (ДНК) и рибонуклеиновой 
кислоты (РНК) происходит в клеточном ядре. Он связан с синтезом цито- 
плазматических белков, причем он опережает и обусловливает этот процесс. 

Синтез нуклеиновых кислот обусловлен наличием малых количеств ДНК 
или РНК в качестве фактора, начинающего реакцию полимеризации нуклео- 
тидов (матрица). Синтез ДНК, по существу, является пирофосфоролизом трех- 
замещенных нуклеозидфосфатов. К концу полинуклеотидной цепи присое- 
диняются в генетически запланированной последовательности нуклеотиды. 
При этом отщепляются пирофосфатные остатки. Разрыв одной из двух пиро- 


фосфорных связей у трехзамещенных фосфатов обеспечивает свободной 
энергией процесс полимеризации. 
Общая схема реакции: 


п-дезокситимидин-Р-Р-Р 


п-дезоксигуанозин-Р-Р-Р Вир 
п-дезоксиаденозин-Р-Р-Р -- ДНК = вы —Р 
кт ео д ДНК — | дезоксиаденозин-Р | + 41 Р 


дезоксицитидин-Р ш 

Кроме матрицы, необходимо при 

нуклеозидфосфатов и полимеризую 

ваемого ДНК-нуклеотидил-трансферазой 

Синтез новой полинуклеотидной цеци происходит на одном из концов ДВОЙ" 

м, детерминированным последователь 

. мплементарность вытекает из и 

имидиновых оснований, в соот 

и гуанин-цитозин. Нарастающая в обратно" 

цепь отличается 
матывается на общую ось, форми спир 

- : 

Строение  рибонуклеиновой | г ке 

только разницей что она 
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оксинуклеотидов. Она встречается в рибосомах в соединении с белком. Ее 
синтез происходит преимущественно, если не исключительно, по соседству 
с хромосомами, после чего РНК распространяется по плазме и принимает вид 
субмикроскопической зернистости, рибосом. 

Механизм полимеризации рибонуклеотидов в РНК существенным образом 
отличается от механизма синтеза ДНК. На матрице РНК происходит присое- 
динение нуклеотидов путем фосфоролиза нуклеозидфосфатов, в соответ- 
ствии с общим уравнением реакции: 


п нуклеозид-Р-Р-- РНК —РНК-(нуклеозид-Р)п + пР 


Фермент, выделенный из микроорганизмов, называется полинуклеотид- 
фосфорилазой. 


РАСПАД НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ 


Высокомолекулярные нуклеиновые кислоты могут разлагаться путем об- 
ратного процесса пирофосфоролиза или фосфоролиза. На сегодняшний день, 
однако, положения равновесия реакции и механизмы распада недостаточно 
изучены. 

Есть более точные сведения о разложении нуклеиновых кислот фермен- 
тами поджелудочной железы, деполимеризующими ДНК и РНК. Это’ дез- 
оксирибонуклеаза и рибонуклеаза. Первый из этих ферментов ‘является гидро- 
лазой, разрывающей сложноэфирные связи между С’; дезоксирибозы и фос- 
форной кислотой нуклеотидов. В зависимости от рода фермента, разрыва- 
ются те или другие связи. В селезенке и других тканях находится фермент, 
гидролизующий 5’-фосфатные связи: 

Рибонуклеаза представляет собой трансферазу, переносящую фосфатную 
группу из положения 5’-нуклеотида или пиримидиннуклеотида в положение 
2’ соседнего пиримидиннуклеотида. Образуется циклический 2’,3’-нуклеотид, 
который гидролизуется на 3’-нуклеотид. Под влиянием рибонуклеазы обра- 
зуются олигонуклеотиды с фосфатом в положении 3’. Окончательным ре- 
зультатом является деполимеризация РНК на небольшие фрагменты, т.е. 
олигонуклеотиды. 

Дальнейший распад происходит под влиянием неспецифических гидролаз, 
атакующих эфирные фосфатные связи, типа фосфодиэстеразы и фосфомоно- 
эстеразы. Диэстеразы отрывают мононуклеотиды от олигонуклеотидов, а мо- 
ноэстеразы превращают их в нуклеозиды. Диэстеразы атакуют 3’-эфирную 
связь, в результате чего образуются нуклеозид-5’-фосфаты. Последние; 
в свою очередь, разлагаются 5’-нуклеотидазой. 

° Главный путь разложения нуклеозидов подчиняется фосфоролитическому 
или пирофосфоролитическому механизму. В присутствии специфических 
трансфераз реакция протекает по общей схеме: 


° нуклеозид + ортофосфат == основание + рибозо-1-фосфат 
или 


нуклеотид - пирофосфат == основание + 5-фосфорибозилиирофосфат. 


Эти реакции практически обратимы, и в их ходе могут образоваться 


новые нуклеозиды посредством обмена пуриновых или пиримидиновых 
оснований 
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БИОСИНТЕЗ ПУРИНОВЫХ НУ КЛЕОТИДОВ 


ся в ходе тоталь 
лклеотиды образуют ного 
о пами показали, что ну й 

ры Е а не из пуриновых и ню т 

> 

ее зидов. Предшественниками пуринового ядра т ГЛАВ, 
и и атиновая кислота. Помимо того, некоторые углероды пу. 
сие п а из активного формиата (С» и Сз)› а также из СОС, 
ринового ядра пр Азот глицина образует М, амидазот 


к глицину. 
глероды С. и С; относятся и : 
ны У №; и №, а аминогруппа аспарагиновой кислоты дает М.. 


БА 
В »С=О 
2 4 9 
©) р К 
дев. 


Мочевая кислота 


Синтез начинается активацией рибозо-5-фосфата ферментом, обнаруженных 
в печени и названным рибозофосфат-пирофосфокиназой. Это трансфераза, 
переносящая пирофосфатную группу с АТФ в положение С, рибозо-5-фос- 
фата. Образующийся 5-фосфорибозопирофосфат (ФРИ) реагирует пооче- 
редно с глутамином и глицином в двух реакциях. Первая из них катализи- 
руется специфической трансферазой. В ходе второй присоединяется остаток 
глицина под влиянием специфической лигазы. В результате образуется глицил- 
амидриботид. Е 

Затем к боковой цепи рибозы присоединяется формильная групца, перене- 
сенная формилированным коферментом ТГФК („активный“ формальдегид) 
с доноров этой группы (м.пр. с серина). Фермент, которому принадлежит этот 
кофермент, является специфической формиминотрансферазой. 

Введение второй аминогруппы из глутамина происходит в присутствии 
АТФ и специфической лигазы (синтетазы). Формилглициламидинная цепь 


Ре. в и таким образом возникает имидазольное кольцо, замещен- 
ожении 5 -аминогруппой, и присое, в 5 0С- 
шее в 1’ 5-фос 

форибозильный остаток. рисоедини положении ф 
м р специфической карбоксилазы вводится группа СО, в поло- 
новой И ра, а затем к ней присоединяется остаток аспараги- 
т, в ходе реакции конденсации, катализируемой специфической 


покрывается за счет АТФ на АДФ. 
После отрыва фумаровой Ей распада на В, 
дазолкарбоксамид. о > ть остается 5-фосфорибозил-5’-амино-4'-ими 


нение, являющееся прямым пре Уппы в положении 5' дает соеди” 

выделение молекул ВОДЫ СМЕ ом инозиновой кислоты, так как 

и 5' и об ель боковых ении 
разует пуриновое ядро е цепи в полож 


Ознакомление с приведеннымь 
ми В Кут реакциями 
большое практическое значение. ыы нь хил. 
я ю знать структуру кат. 
-норлейцин), неконкурентно киа и азасерин бълиаво- б-ка 
синтеза, по принципу структурного сход 
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дспаразино 








ются к активному центру фермента вместо субстрата. Аналоги фолиевой 


кислоты отличаются конкурентны р 
м дей Е 
рования. м действием при реакциях трансформили 


: о 
ектов требует значительной затраты энергии. Образование 8 
я лечет за собой распад не менее 5 молекул АТФ. 
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Данилова. кислоги 


Образование адениловой и гуаниловой кислот 


Адениловая и гуаниловая кислоты образуются из инозиновой кислоты. 
В присутствии ГТФ (гуанозинтрифосфата) в качестве источника энергии, ь 
и соответствующей синтетазы инозиновая кислота конденсируется с аспара- 
гиновой кислотой и после отщепления фумарата лиазой, присоединяет амино- 


группу в положении Се. 
Ксантиловая кислота образуется путем окисления инозиновой кислоты 
инозинатдегидрогеназой. Акцептором водородов является НАД. Затем, в при- 


сутствии АТФ, амидогрупиа переносится с глутамина на ксантиловую ки- 
слоту. Образуется гуаниловая кислота. 


БИОСИНТЕЗ ПИР 


р 
| 
: 
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имидиновых НУКЛЕОТИДОВ 


м биосинтез пуриновых нуклеотидов 

ложный процесс, че я 

м тар этого синтеза является образование оротовой (урацил-4- 
-карбоновой) кислоты в качестве промежуточного соединения. Оротовая 
мое в свою очередь, служит акцептором рибозилфосфатного остатка. , 
> 
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имидиновые соединения 
- борганизмов пир : 
Оротовая кислота ео рае собой метаболит процесса синтеза 
с: 
необходимые для рост: Е 
нуклеиновых кислот. 5 ядра начинается с синтеза карбамилфосфата, 
ры 6 аредся активная“ карбамильная группа, т.е. карба. 
У микроорганизмов обр: Я > < 
милфосфат, в ходе следующей реакции 


СО,-+МН.--АТФ= карбамил-Р--АДФ 
тканях эта реакция сложнее. Она протекает подобно уреоге- 
В животных тк: 


незу (см. стр 5 синтеза цитрулина, т.е. Ффосфоролиз 
. . 15). Обратный ход реакции | 
м поставляет карбамилфосфат для синтеза пиримидинов 
Е 


оюо он, сн,—соон мн, сн, _соон 
Со + Н.М-СН =о=Сс [© 
| < | ь ам © 

мн, он: соон мн соон 


:. татом катали- 

Карбамилфосфат реагирует в реакции переноса с аспар 
ЗарноВ аа Образующийся №-карбамил- 
аспартат (уреидосукцинат) замыкается в кольцо, отдавая молекулу воды 


С С 

МСУ СЙ: ’ НАД нм Тен 

| —соон АИ, | 

а: й о 
н н 

Пизгирооротоваа кислота 0ротоая кислота 


н 


ется пирофосфатная группа. Это типич- 
ильного остатка на акцептор, которым 
в данном случае является оротовая кислота. Эту реакцию катализирует специ- 


фическая трансфераза; ее тормозят аналоги оротовой кислоты, например 
фонат. 
уется` оротидин-5’-фосфат или Яро" 
Па 
лекула СО, и образуется Уридин-5'-фосфат ист 
Под влиянием соответствующих киназ, Уридиловая кислота СУМФ) пре 
вращается за счет АТФ в УДФ и УТФ. 


Цитидин образуется в ходе реакции, кат: 


: И 
АТФ аминогруппа аммиака переносится, я киназой. При помогу 


ОБМЕН ПИРРОЛЬНЫХ ПИГМЕНТОВ 
СИНТЕЗ ПОРФИРИНОВ 


Опыты с внедрением меченных а ы 

предшественник и 

ох показали, что 34 атома Углерода еружске н а аи Ме 

енные атомы выявили существование общего а для всех 
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4 пиррольных колец, в виде д-аминолевулиновой- кислоты. 2 молекулы 
конденсируются в порфобилиноген, обнаруживаемый в моче больных ‘пор? 
фиринурией. - 
Поиски промежуточных соединений в этом синтезе, производимые в гемо- 
лизатах ядерных эритроцитов, синтезирующих гемоглобин, привели к от- 
крытию пути синтеза порфиринов. Синтез начинается реакцией конденсации 
между глицином и „активным сукцинатом“ или сукцинил-КоА. На это ука- 


2 оВН СОКоА сСООН В уе 
> х из 
снымн, Но ен, "СН И” 

ин соон {2-55 005206 
|- у5<. 2 =“ 
—— (ен) сни СН, 
соон СН, СН, 
с-амино-В-кетоадилинова$ СООН СООнН 
иСЛОта 


б-апиноледулиноая 
кислота: 


ацет. преп. ацет, прой. е 





ы — 
Е Е" 
а: Н Ан 
= | 
Е 
проп, = 
г МН НС сы 
ноос сн, 
ацет. 
сН,-—мн, оон 
Прищурся сы Лодболиноген. 
| Я я 
ацет. Поп. @цет. дроп. м Е м ь 
+ мн—сн, "СН, сн,—мн, 
а ще Ее 
з в ацет. прог.  ацет. пров. 
н н 


А В 
Биосинтез уропорфирина ПТ (* означает меченный углерод С,.) 


зывает торможение синтеза порфирина малонатом. Образуется «-амино-В-кето- 
адипиновая кислота, которая. путем декарбоксилирования у альфа-углерода 
(д-аминолевулинат-синтетаза) переходит в д-аминолевулиновую кислоту. Под 
влиянием аминолевулинат-дегидрогеназы происходит циклизация 2 молекул 
этого соединения в порфобилиноген, сопровождаемая отщеплением 2 молекул 
воды. Этот фермент находится в ядерных и безъядерных эритроцитах чело- 
века. 

Путем соединения 4`молекул порфобилиногена с отщеплением 4 молекул 
аммиака можно получить уропорфирин, содержащий 4 остатка пропионовой 
кислоты в качестве боковых цепей в бета-положениях порфина. При такой 
конденсации может образоваться только уропорфирин 1, патологическое ве- 
щество. Естественным предшественником протопорфирина ТХ является уро- 
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сставлены замещающие группы в положен; 
- или восьмипиррольные системы, из 
инная система с соответствующим замещение бо. 


по ин ПТ, в котором пер 
7 и приняты средние, трех 
которых образуется порф 


ачестве посредника свидетельству 
и трипиррола в к ет 
ковых групи. Об участи 


явление формальдегида во время конденсации 3 колец, что было обнару. 
по 
ментов. 

ю при помощи изотопов и фер Е 
т  опорфарааь путем декарбоксилирования 4 остатков уксусной кис. 
лоты образуется копропорфирин. Затем дегидрогенация и декарбоксилиро. 
вание остатков пропионовой кислоты превращает эти замещающие группы 
в винильные группы. Образуемый таким образом протопорфирин 1Х пере- 
ходит в гем, после присоединения атома железа. 

О ферментах, принимающих участие в отдельных этапах биосинтеза порфи- 
ринов на сегодняшний день известно мало. 


РАСПАД ЖЕЛЕЗОПОРФИРИНОВ 


Первой реакцией, происходящей в ретикуло-эндотелиальной системе ге- 
чени и селезенки, является окисление гема в гемоглобине. Образуется холе- 
глобин или вердоглобин. Атом трехвалентного железа удерживает пирроль- 
ные кольца в первоначальном положении, но одна из метиновых (4) связей 
удаляется кислородным путем (под видом СО). Железо легко отщепляется 
разведенной кислотой. После удаления железа биологическим путем, отщепля- 
ется белковый компонент, а тетрапиррольная система принимает линейную 
форму; получается зеленое соединение, биливердин. 

Восстановление в печени приводит к образованию красного пигмента, били- 
рубина. Дальнейший ход реакции дает уробилиноген, являющийся наряду 
с билирубином физиологической составной частью желчи. 

Дальнейшие превращения, состоящие в постепенном восстановлении били- 
рубина, происходят в кишечнике. Восстановление винильных групт (присое- 
кет а ны > дальнейшее восстановление (4 атома во- 
дородий м м лирубсиноген. Окисление отнимает 2 атома во- 

Уробилин, который в свою очередь присоединяет 4 атома водо- 


рода и переходит в глав: я 
тый р кала. ый экскреторный продукт обмена порфиринов, жел 


ОБМЕН ЖИРОВ 


СИНТЕЗ ЖИРОВ 


. ча. 
а частично используется ди оВ 


в активный ацетоацетат, в присутствии В-кетоацилт 
иолазы: 
2 ацетил-КоА. 


Другой реакцией, начи < ацетоацетил-Код + Код 
динение СО, к ацетил-Код г биосинтез жирных кислот, является присо”” 
а с разложением Аа лоеркична; а должна те = 
ащий, ве Оятн: АД. з со, я 
р о, в качестве прост ея оозрей мый 
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на 2 атом 





ме пе- 
[ холе- 
рроль- 
связей 
ляется 
цепля- 
ейную 


били- 
аряду 


били- 
рисое- 
ма во- 
ма во- 
водо- 
‚ жел- 


ацетил-КоА-карбоксилазой. Биотин, присоединяя СО,, соответственно фор- 
муле 


о 
| 
с 
сх 
М м 
| 
т ВЕ 


'00с 


н 


| | 
Н.С СН-—(СН,)-СО—МН-—(фермент) 
5 > 
»Активный СО,“ 


переходит в более реактивную форму, называемую „активным СО,“ или 
т. 

„активным карбоксилом“. Реагируя с ацетил-КоА, он присоединяет СО, 

к метильной группе, в результате чего получается малонил-КоА: 


АТФ 





Н.С-—С-—$-—КодА + со, ——> Н,С-С-—$5—КоА 
| Биотин 1455 
о ноос о 
Ацетил-КоА. Малонил-КоА. 


Это соединение отличается особой реактивностю альфа углерода, или 
группы —СНь—, которая легко конденсируется с ацил-КоА, в цепи различ- 
ной длины. Затем промежуточное соединение декарбоксилируется, причем 
образуются жирные кислоты в активной форме. Таким образом из малонил- 
-КоА и ацетил-КоА получается ацетоацетил-КоА. 

Синтез высших жирных кислот проходит в основном циклически, путем 
присоединения двууглеродных фрагментов, а затем посредством роста цепи 
на 2 атома углерода после каждого цикла. Этот цикл называется спиралью 
жирных кислот и состоит из четырех реакций, описанных в другом месте 
(см. ниже). 


РАСПАД ЖИРОВ 


Нейтральные жиры гидролизуются липазами на жирные кислоты и глице- 
рин. Глицерин фосфорилируется АТФ в присутствии глицеролкиназы в 3- 
-глицерофосфат, который окисляется в фосфорнокислый дигидроксиацетон 
(ФДГА) и становится на путь гликолитических превращений. 

Жирные кислоты окисляются в уксусную кислоту. Этот процесс называ- 
ется бета-окислением. Он превращает жирные кислоты с неразветвленной 
углеродной цепью в активные остатки уксусной кислоты, или ацетил-КоА. 
Основной механизм этого процесса тождествен с обратной спиралью жирных 
кислот для синтеза, с повторением цикла вплоть до уровня активной ацето- 
уксусной кислоты, которая частично распадается на 2 молекулы активной 
уксусной кислоты и частично переходит в ацетон. На этом уровне сходятся 
анаболический и катаболический пути обмена жирных кислот. 

Спираль жирных кислот. Это цикл, состоящий из 4 реакций, в ходе ко- 
торых активная форма жирной кислоты — другие а неспособны всту- 
пать в реакцию — укорачивается или удлиняется на 2 атома углерода, то есть 
на остаток уксусной кислоты. Реакция Первые м синтез высших 
жирных кислот, представляет реакцию распада, укорочения цепи, про- 
текающую в обратном направлении. 
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ой КИСЛОТЫ. Активация состоит в пере- 
ь е. К таким сое 
тическое соединени ди- 
ты в высокоэнерге я ы ь 
р ОВ ацил-эфиры кофермента А. Они образуются в ходе 
ня рака кислот с коферментом .А за счет энергии пирофосфоролиза 
реакции жирн Е 


АТФ: А+АТФ=В-СН 
„СН, -СН,-СООН + Н-Кой + ве.“ 
В. СН. СН АМФ + РР 


Эту реакцию катализирует лигаза, называемая ацил-КоА-синтетазой. Она 
и обладает двойной функцией. Первоначально она создает промежуточный 
| продукт между жирной кислотой и АТФ, с отщеплением пирофосфата, т.е. 


_ Цикл начинается с активной жиры 


. СН, -СО—$—КоА + 


ФА 


к.Сн,. СН,. СН, СН,. СН,СО=5-КоА 









&.СН,.СН,.СН,СО-$-КоА 
: В-СН;СН;СН,СНЕСН- СО-5-КоА 
Н,С-СО-—5—КоА 7 





&-СН,СН=СН—СО—5-КоА 
+ Н$—КоА у е ево 


®-СН,.СН,.СН,.СО-СН,СО-$-КоА 
&-сн,.СН,. р о КоА 
он 





НАД-Нь НАД 
Спираль жирных кислот 


аденилат, подобный тому, 
Затем КоА разлагает при 
кислоту и ацил-КоА. По 
жирной кислоты. 


Т. Первая реакция состоит 
в = 
флавиноферментом (ФАД), Е гидрогенации ацил-$-Код в положении бета 


оА — ы - 

жен с цитохромом с и цитох дегидрогеназой. Этот фермент сопря 

ром-оксидазой Е |. 

| ющую атомы водорода в Н,О. С ею единицу, окисля 
р ние ‘реакции: 


СН, - СН, <0-—$—КоА+-11,0, =В-СН = СН .С0—$—КоА-Н:0 


т г>В-непредельная кислота, в активной форме 
разуется В-гидрокислота, а присоединение молекулы воды, причем 
А: 


В.СН=сн.: СО 


а образуется при активации аминокислот. 
аа ны к ферменту аденил на адениловую 
того начинается собственно цикл окисления 


А+Н,О =“ — С. СН, Е СО—$—КоА 


ОН 


Эту реакцию 
катали: 
ее “толо-КоА-гидратаза (прежнее название: КР”. 


тоназа). 





| а 














`Код 


‘ОА 


ПТ. Третья реакция цикла представляет очередную дегидрогенацию в В-ке- 
токислоту: ИЭК 


В. СН-СН, -С0—$—КоА+НАД — В -СО-СН, -С0—$—КоА-ЕНАД * В 


ОН 


Реакцию катализирует пиридиновый фермент, 3-гидроксиацил-КоА-деги- 
дрогеназа, передающий 2 атома водорода цепи клеточных окислений. 

ГУ. Четвертая и последняя реакция цикла состоит в тиокластическом рас- 
щеплении нестойкой связи С—С у бета углерода. При участии новой моле- 
кулы КоА образуется жирная кислота с цепью, укороченной на 2 атома угле- 
рода (по-прежнему в активной форме), и ацетил-КоА: 


В-СО.СН, -С0—$—КоА-+Н$—КоА = В -СО—5—КоА + 
+СН, .С0—$—КоА 


Фермент, катализирующий эту реакцию, называется 3-кетоацил-КоА-тио- 
лазой (В-кетотиолаза). По существу, это фермент типа трансферазы, который 
при обратной реакции удлиняет углеродную цепь активной жирной кислоты 
на 2 атома углерода. 

Таким образом, при одном обороте, или в одном витке спирали от жирной 
кислоты удаляется одна молекула ацетил-КоА. Следующий оборот цикла 
сокращает цепь активной жирной кислоты. Процесс идет последовательно, 
вплоть до ацето-ацил-КоА, который может разложиться на 2 молекулы аце- 
тил-КоА, или пойти по пути образования кетосоединений (свободной кето- 
уксусной кислоты и ацетона). 

Ацетил-КоА является тем метаболитом на пути распада жирных кислот, 
который способен полностью окисляться на 2СО, и 2Н.О. Это происходит 
в цикле лимонной кислоты, которому принадлежит этот активный двуугле- 
родный фрагмент. 

Ацетил-КоА является в то же время структурным элементом при образо- 
вании новых жирных кислот. Те же 4 реакции цикла проходят в обратном 
направлении по отношению к бета-окислению: Однако, р-гидроксимасляная 
кислота синтезируется иначе. 





КоАЗН 
й : 
н,с-С—СН, -Со-$=КоА . 
Ацетацетил - кой СН, —-С—5—КоА 
т 
н,б нс-с-он 
сн, —боон 
н‚С-С0—$—КоА Ч 
Ацетий — Код 






й . о 
НС-С-СН,—СООН 
Ацетоуксусная киспота 


Цикл В-гидрокси, В-метилглутарил-КоА. 


 Ацетоацетил-КоА конденсируется в присутствии ГМГ-синтетазы с ацетил- 
Код в шестиуглеродное соединение, обозначаемое символом гмг (В-гидро- 
кси-В-метилглутаровая кислота), конечно, в активной Форме т.е. сое- 
диненное тиоэфирной связью с КоА. То же соединение создается в про- 
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гается ферментативному разло. 
ицина: ГМГ-КоА подвер Е : 
цессе превращения ре на свободную ацетоуксусную кислоту и ацетил. 
ний оно становится источником ацетона и В-гидроксимасля. 
-КоА. Гаким о 


ной кислоты. цикл реакции (цикл ГМГ-КоА). 


с повторно входит в 
ею МЕ. является предшественником в синтезе холестерина. 
> 


СИНТЕЗ ФОСФАТИДОВ 


Ф тативный синтез лецитина и кефалина начинается с активации хо- 
Е Е ноланная, Реакция протекает в два этапа. При первой реакции 
с АТФ образуется фосфорилхолин (фосфорилэтаноламин). 

Холин АТФ = фосфорилхолин-+АДФ [холин-киназа]. 

Затем в реакции принимает участие ЦТ, кофермент трансферазы, пере- 
носящей остаток ЦМФ: 


фосфорилхолин--ЦТФ = ЦДФ-холин-РР [цитидилилтрансфераза] 
Активная форма холина, т.е. ЦДФ-холин, реагирует непосредственно 
с диглицеридами: 
ЦДФ-холин-а, В-диглицерид = лецитин ЦМФ [фосфохолинтрансфераза] 


Эту реакцию катализирует второй фермент типа трансферазы. 

Подобным образом из этаноламина получается кефалин. ЦТФ регенериру- 
ется из ЦМФ в реакции с АТФ, катализируемой нуклеозидмонофосфаткина- 
зой, первоначально в форме ЦДФ: 


ЦМФ-+АТФ = ЦДФ+АДФ 


а потом в форме ЦТФ, при участии оче едной фосфо С нуклеозид- 
дифосфаткиназа): ЕК ы/. 


ЦДФ+АДФ = ЦТФ+АМФ 
Суммарная реакция образования лецитина имеет следующую форму: 


холин +диглицерид -+2АТФ — лецитин --АДФ-+-АМФ-+РР 


РАСПАД ФОСФАТИДОВ 


ду глицерином и жирными кислотами, пре 


. БИОСИНТЕЗ ХОЛЕСТЕРИНА 
тот процесс был за по 
принимающих следние годы хо 
ацетил-КоА к холеса о роШо кар в изучен, а ряд ферменто, 
ы ` ЯД реакций, ведущ 
Аля обсуждения в этом на таблице-приложении к стр. 126. 
е. 








ГМГ-КоА восстанавливается НАДФ-Н,, в присутствии специфической 
редуктазы, в мевалоновую кислоту: 


З3-гидрокси-3-метилглутарил-КоА. + 2НАДФ `Н, — мевалонат + 
+ КоА + 2НАДФ (редуктаза ГМГ-КоА) 


Эта реакция завершает первую фазу синтеза холестерина. Для этой фазы 
необходим КоА. 

Вторая, анаэробная фаза состоит из ряда реакций переноса фосфата с АТФ 
на метаболиты цикла (катализируемых киназами), т.е. на мевалоновую и фос- 
фомевалоновую кислоты, затем из декарбоксилирования, также с участием 
АТФ, в пятиуглеродное соединение изопентенилфосфат. 

Затем следует реакция изомеризации между изопентенилфосфатом и диме- 
тилаллилипирофосфатом. Два изомерных пятиуглеродных остатка конден- 
сируются в геранилфосфат, а потом, с третьим остатком, образуют фарне- 
зилфосфат. Вторая очередная изомеризация преобразовывает это соединение 
в неродилфосфат. И снова два изомерных С‚;-соединения конденсируются 
в присутствии специфической синтетазы, образуя 30-углеродный сквален. 
Затем сквален-циклогидроксилаза, действующая в присутствии НАД.Н, 
или НАДФ-Н, превращает это соединение в ланостерол. Очередные ре- 
акции осуществляют кислородным путем удаление трех метильных групп 
в виде СО,, окисление и восстановление углерода в положении 3, а также 
удаление некоторых двойных связей и введение новой, в положении 5. 


ОБМЕН УГЛЕВОДОВ 


РАСПАД ПРОСТЫХ И СЛОЖНЫХ УГЛЕВОДОВ 


Центральную роль в метаболизме углеводов играет глюкоза и ее высокомо- 
лекулярный полимер гликоген. Распад этих веществ является одним из глав- 
ных источников энергии для организма. 

Разложение углевода может проходить по двум основным метаболическим 
путям. Одним из них является анаэробный распад т.е. фосфорилирующий 
гликолиз на пировиноградную и молочную кислоты. Из одной молекулы 
глюкозы образуются 2 молекулы пирувата. Второй путь носит название пен- 
тозофосфатного цикла и представляет собой кислородный распад глюкозы, 
переходящей в пентозы, Н.О, СО, и пировиноградную кислоту. Из моле- 
кулы сахара образуется 1 молекула пирувата. Оба реакционных пути описаны 
в другом месте (стр. 130 и 132). 

На уровне пировиноградной кислоты встречаются пути кислородного и ана- 
Эробного разложения глюкозы (гликогена) и тех простых сахаров, которые 
превращаются в глюкозу. 

Пировиноградная кислота подвергается кислородному декарбоксилиро- 
ванию и, после отщеплении СО», переходит в ацетил-КоА. В этой 
принимают участие 4 кофермента` и комплекс ферментов: Из этой высоко- 
молекулярной системы ферментов (система пируватоксидазы) можно изоли- 
Рровать 4 индивидуальных фермента, катализирующих отдельные реакции: 


а ат -+окисленный липотиамид = 6-5-ацетилгидролипоат + СО. 
(а) пирув рваной г 


Липотиамид представляет соединение тиаминопирофосфата с липоатом, ет 
активирует упомянутую реакцию значительно сильнее, чем линпоат. 
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+-КоА == дигидролипотиамид -Рацетил- 
фераза] 


-б-ацетилгидролипотиамид 
(6) 6-5-ац аа липоат-ацетилтранс 
й липотиамид -НАД.Н. 
+-НАД = окисленный ли 2 
(в) дигидролинотиа *липоамид-дегидрогеназа] 


г 1й цитохром с = НАД восстановленный 
и НАД - Нуредуктаза-цитохром <] 


Фермент, катализирующий реакцию (а) принадлежит не Флавопротендаи, 
Как видно, описанная последовательность реакций кислород декарбо- 
ксилирования пировиноградной кислоты требует присутствия кислорода, не- 
хрома с. 
ля поддержания окисления цито: 
а а еоксидации НАД-Н» › а тем самым и диги- 
Если недостает кислорода для р. 
дролипотиамида, пировиноградная кислота накапливается и частично восста- 


новляется в молочную кислоту: 


СН.СО : СООН+НАД - Н»=СН.СН . СООН-НАД [лактатдегидрогеназа] 


| 
он 


Подобным образом действует тиаминовый авитаминоз. 

Необходимо подчеркнуть, что кислородное декарбоксилирование а-кето- 
глутаровой кислоты идет аналогичным путем, но получается другой продукт 
реакции. 

Теперь рассмотрим судьбы ацетил-КоА. Этот метаболит образуется также 
при кислородном распаде жирных кислот. Он сгорает полностью, переходя 
в 2С0, и 2Н.О в т.н. цикле лимонной кислоты. 


ЦИКЛ ЛИМОННОЙ КИСЛОТЫ (ЦИКЛ ТРИКАРБОНОВЫХ КИСЛОТ) 


Этот цикл состоит из 9 последовательных реакций, катализируемых 7 специ- 
фическими ферментами, рядом коферментов и ионов. Характерной чертой 


Цис-аконитовая кислота. 
монную кислоту под влияни 
ем того же 

Изолимонная кислота окисляется к фермента. 


катализирующий эту реакцию, а КЗоянтерную кислоту. Фермент» 
> 


с циклом. 
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Щаделевоянтарная кисрота 


нс-с-с=о 


| | 
ноос соон со, 
@-кртозлутароа3 кислота 
Цикл трикарбоновых кислот 


оксилирования пировиноградной кислоты и ‘требует наличия тех же кофер- 
ментов. Зато фермент отличается субстратной специфичностью. В этом ком- 
плексном ферменте имеются такие ферментные компоненты, как я-кетоглута- 
рат-дегидрогеназа, липоат-ацетил-трансфераза и ная 
Аналогично этому из ацетил-КоА, образуется тЫ оА, разлагаемый 
сукцинил-КоА-гидролазой на янтарную кислоту в воду. Система сукцинил- 
ты 
лю } . 
ь.— ия И босьВЕИ «-кетоглутаровой кислоты доставляет 
бор иореуну СО, и вторую пару ме водорода). Окисле- 
ние янтарной кислоты удаляет третью пару атом дорода в форме воды. 


9 — Клиническая ферментология 1% 


й. 






































Фумаровая кислота присоединяет под влиянием ай | (Ранее 
фумараза) молекулу воды и переходит в яблочную -# гидрогенация 
малата малатдегидрогеназой с НАД в качестве акцептора атомов водорода 
создает оксалоацетат, который, конденсируясь с новой молекулой ацетидл. 
КоА, делает возможным следующий оборот цикла. 

Последняя дегидрогенация цикла дает четвертую молекулу воды. Цикл 
трикарбоновых кислот доставляет 2 предшественника для синтеза аминоки- 
слот: а-кетоглутаровую кислоту, из которой путем трансаминирования обра. 
зуется глутаминовая кислота, и щавелевоуксусную кислоту, подобным об. 
разом переходящую в аспарагиновую кислоту. 

'Щавелевоуксусная кислота, необходимая для вовлечения молекул ацетил- 
-КоА в цикл, может синтезироваться путем трансаминирования из аспараги- 
новой кислоты, и подобным, хотя и непрямым путем, из глутаминовой 
кислоты. Второй реакцией, доставляющей этот важный метаболит, является 
присоединение СО, к пировиноградной кислоте с образованием малата: 


пируват-+-СО, -НАДФ-Н, = малат НАДФ 


который в цикле трикарбоновых кислот переходит в оксалоацетат. Фермент, 


катализирующий эту реакцию, называется (декарбо. 
т В (декарбоксилирующей) малатдеги- 


Третья реакция, производящая оксало. 
ацетат, состо. 
к енолфосфопировиноградной кислоте: ь м 
енолфосфопируват + СО, -ГДФ = ГТФ + оксалоацетат 
(ИДФ) (ИТФ) 


Эту реакцию катализ 
и. 
дриях. рует пируваткарбоксилаза, находящаяся в митохон- 


При сгорании ацетил 





-КоА в я 
цикле лимонной кислоты возникает одна 


что процесс протекает 
реакций являются фос- 


переноса 2 атомов я водОроя реакцию дисмутации 


Конечным 
продуктом ф 
традная 
= кислота. Из молекулы гликолиза является пировино” 
радной кислоты. глюкозы обр : 


Последовательность 


а, смежнь ‘чии акцепторов гликозилР” 
^х декстринов или коротких глик° 
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Следующей реакцией гликолитического ряда является внутримолекуляР- 
ный перенос фосфатного остатка с положения 1 в положение 6. Фермент» 
катализирующий эту реакцию, принадлежит к фосфотрансферазам. Перенос 
осуществляется при участии глюкозо-1,6-дифосфата в качестве кофермента. 
ВИДИМОМУ › кофермент не принимает участия в реакции, так как его коли- 
чество не изменяется. В действительности он является реагентом в транспорте 
фосфата, и его реакция идет в два этана. 

а а также непосредственно из глюкозы т 
переносящей крайнюю о т сы участии Фор В. 
полностью вправо и сильн сфатную грушу с АТФ на сахар. тек чи ы 

© эндоэргична. Высокоэнергетический АТФ покры 
вает расход энергии и делает возможным углеводный обмен. Необходимым 
активатором является Мр`", и реакция, вероятно, управляется гормонально. 

Глюкозо-6-фосфат превращается в свой изомер, фруктозо-6-фосфат, под 
влиянием фосфоглюкозоизомеразы, 

Следующее звено цепи представляет собой реакцию, которая нуждается 
в сопряжении с распадом АТФ. Катализирующим ферментом является фос- 
фотрансфераза (фФосфофруктокиназа), которая переносит фосфатную группу 
с АТФ на положение 1 сахара. 

Фруктозо-1,6-фосфат распадается под влиянием альдолазы на две фосфо- 
триозы, т.е. фосфоглицеральдегид (ФГА) и фосфодигидроксиацетон (ФДГА). 
Обе фосфотриозы находятся в положении равновесия, смещенного в сторону 
ФДГА и катализируемого фосфотриозоизомеразой. Кроме того, происходит 
дисмутационный обмен пары атомов водорода при участии двух ферментов 
типа дегидрогеназ и общего кофермента НАД. Фермент, содержащий в про- 
стетической группе глутатион, передает с ФГА 2 атома водорода на ФДГА. 
ФГА, присоединяя неорганический фосфор, переходит в 1,3-дифосфогли- 
цериновую кислоту, а ФДГА восстановляется в 3-глицерофосфат. Эта ре- 
акция экзоэргична и приводит к образованию высокоэнергетического карб- 
оксилфосфата, т.е. 1,3-дифосфоглицериновой кислоты. 

Ферменты, принимающие участие в реакции дисмутации, называются деги- 
дрогеназой ФГА и 3-глицерофосфат-дегидрогеназой. У обоих ферментов 
активной группой является НАД. 

1,3-фосфоглицериновая кислота передает свой высокоэнергетический фо- 
сфат с положения 1 на акцептор фосфатной группы, АДФ. Во время реакции, 
катализируемой фосфоглицераткиназой, образуются АТФ и 3-фосфоглицери- 
новая кислота. 

3-фосфоглицериновая кислота, под влиянием фосфоглицеромутазы и в при- 
сутствии кофермента, 2,3-дифосфоглицерата, переходит в 2-фосфоглицери- 
новую кислоту. Реакция протекает аналогично той, которую катализирует 
фосфоглюкомутаза. 

Фосфопируватгидратаза (ранее снолаза), в свою очередь, катализирует 
присоединение молекулы воды к 2-фосфоглицерату; образуется енолфосфо- 
пируват, который, в ре от своего предшественника, является высоко- 

соединением. 
ети в енолфосфопирувате, переносится с остатком фос- 
форной кислоты на АДФ, в результате чего последний переходихнивааави 
гет пируваткиназа. Вторым продуктом реакции, полность 
Реакцию катализиру Е ется пировиноградная кисло а 
смещенной в сторону продуктов» яви ; та. Реакция 


онов К*. 
ько в присутствии и 
идет тольк р ислота подвергается, в анаэробных условиях, восста_ 


ировиноградная к Е 
о посредством НАДФН, в молочную кислоту. Эта реакция катали_ 
зируется лактатдегидрогеназой. Это конечная реакция гликолитическоно ряда. 
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Сумма промежуточных реакций на пути от глюкозы до молочной кислот, 
выражается следующим стехиометрическим уравнением: 


глюкоза--2АДФ 2 фосфат = 2 лактат +2АТФ-2Н,О 


Падение свободной энергии на моль глюкозы равняется —27,7 ккал. м 
РН 7 и при прочих условиях приближенных к биологическим. Значительная 
часть этой энергии, а именно 2Х8,14 = 16,28 ккал., т.е. около 60%, нака. 
пливается в 2 молях АТФ. 

Опыты с изотопами показали, что все реакции гликолитического ряда 
обратимы. Можно ожидать, что в соответствующих условиях из каждого 
метаболита этого ряда, не исключая пирувата и лактата, может получиться 
гликоген. Глюкоза образуется в печени путем дефосфорилирования глюкозо- 
-6-фосфата специфической глюкозо-6-фосфат-фосфатазой. 


ЦИКЛ ОКИСЛЕНИЯ ГЛЮКОЗО-6-ФОСФАТА 
(Пентозо-фосфатный цикл) 


Помимо окисления глюкозы с предшествующим фосфорилирующим глико- 
лизом, превращение виноградного сахара может пойти также по линии пря- 
мого окисления глюкозо-б-фосфата. На этом пути образуются пентозы, по- 
этому его называют также пентозо-фосфатным циклом. Рибозо-5-фосфат слу- 
жит катализатором этого цикла и, подобно щавелевоуксусной кислоте, ката- 
литически влияет на цикл лимонной кислоты. Продуктами цикла являются 
молекула триозофосфатного эфира и 3 молекулы СО,. Молекулы СО, проис- 
ходят от углеродов 1—3 глюкозы, углерод 4 превращается в альдегидную 


группу ФГА. Триозофосфат преобразовывается в конечной фазе цикла в пи- 


руват. 
Последовательность реакций цикла и их стехиометрия представлены в об- 
щей схеме: 


Пентозо-фосфатный цикл 


р ск 

в) рибулозо-5-фосфат ее о ТРО, д 
г) В т — седогептулозо-7-фосфат + 

о ры ЧЕглицеральдегид-3-фосфат > фруктозо-6-фос- 
е) фруктозо-б-фосфат — глюкозо-6-фосфат 


Затем повторяются реакции а, бив со следующим результатом: 


глюкозо-6-фос _5_ 
ж) Ре мы 5-фосфат--СО, (С‚ глюкозы) 


церальдегид-3-фосфат Фосфат —> фруктозо-6-фосфат-Егли- 
Повторяются реакции е, а, б с результатом: 


фруктозо-6-фосфат — рибулозо-5- 


3) рибулозо-5-фосфат —> рибозо фо ат--СО, (С; глюкозы) 





Сумма реакций: глюкозо-6-фосфат + (рибозо 
-Фосфат + (рибозо-5- 


-5-фосфат) > глицеральдег ид-3- 


фосфат). 
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нейших звеньях цикла (реакция 3), и поэтому не упоминается в суммарном 
уравнении реакции. Для успешного хода реакций цикла достаточно малого 
количества этого сложного эфира. Поэтому ему приписывают „каталитичес- 
кую“ функцию. 

Отдельные реакции катализируются следующими ферментами: 

а) окисление глюкозо-6-фосфата катализируется глюкозо-б-фосфатдеги- 

_ дрогеназой с НАДФ в качестве кофермента; 

6) декарбоксилирование проходит в двух этапах и требует двух дегид- 
рогеназ 6-фосфоглюконата, одна из них должна быть декарбоксилирую- 
щей. Коферментом является НАДФ; 

в) рибулозо-фосфат-эпимераза; 

г) реакция переноса кетозильного остатка между двумя фосфопентозами 
катализируется транскетолазой; 

д) реакция переноса альдозной группы катализируется трансальдолазой; 

е) глюкозо-6-фосфат-изомераза; 

ж) транскетолаза; 

3) рибозофосфатизомераза. 

Если провести стехиометрический расчет разложения глюкозо-6-фосфата 

вплоть до конечных продуктов, то после полного окисления получается: 


глюкозофосфат+12НАДФ +-7Н,О = 6СО,+12НАДФ.Н, + фосфат 


Пентозо-фосфатный цикл доставляет рибозо-5-фосфат, необходимый для 
синтеза нуклеотидов и для подмены этого эфира в динамически обновля- 
ющихся соединениях (например нуклеиновые соединения). 


БИОСИНТЕЗ ПРОСТЫХ И СЛОЖНЫХ УГЛЕВОДОВ 


Большинство простых сахаров типа гексозы (глюкоза, фруктоза, манноза 
и галактоза) поступает в организм в виде алиментарных углеводов, соответ- 
ствующим образом разлагаемых в кишечнике. Кроме того, путем гликонео- 
генеза из несахарных предшественников образуется эндогенная глюкоза. Та- 
кими предшественниками являются жирные кислоты, некоторые аминокис- 
лоты, а также ряд продуктов гликолитического и кислородного распада са- 
харов (молочная, пировиноградная, дикарбоновые и трикарбоновые кислоты, 
глицерин и т.п.). В ресинтезе молекулы глюкозы участвует также СО, . 

Опыты с изотопами показали, что глюкоза образуется путем ресинтеза из 
продуктов распада глюкозы, через фосфорилированные метаболиты, один из 
которых, глюкозо-6-фосфат разлагается в печени под влиянием специфичес- 
кой фосфатазы на фосфат и свободную глюкозу. З 

Сложные сахара образуются подобным же образом. Основной механизм 
биосинтеза состоит в переносе „активных“ глюкозильных остатков с доноров 
на соответствующие акцепторы. Для этого необходимы два рода ферментов, 
оба из группы трансфераз. Одни из них активируют глюкозильные остатки, 
присоединяя УДФ, другие переносят активную глюкозильную группу на 
другой сахар, аминосахар и другие а уч ты 

Реакция активации сахаров заключается в пер > уридинди. осфатного 
остатка с УТФ на фосфорилированный глюкозильный акцептор. Примером 
этого универсального для сахаров механизма является реакция синтеза ури- 


диндифосфоглюкозы (УДФ-глюкоза или УДФГ): 
уридин-Р-Р-Р 4-глюкозо-1-Р ==уридин-Р-Р-глюкоза -ЕРР 


козофосфатуридилтрансферазой. Этот фермент можно 


катализируемая глю паройое форилазой. Пирофосфатная связь в УДФГ 


также назвать УДФ 
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й, а тем самым и реактивный ха_ 
Г составляет при РН 7,4 около 
Г в биосинтезе сахаров иллюстрирует схема на 


энергетически. 


ению высоко 
придает соедин пони: УДа 


рактер. Свободная энергия 
7600 кал/мол. Участие УДФ 


о гликогена в печени млекопитающих происходит с участием УДГФ, 
глюкозильные остатки которой под влиянием специфической трансферазы 
ной цепи. АТФ фосфорилирует освобожда- 


оединяются К глюкозиль 
В УД УТФ, хоры свою ОЧЕРЕДЬ Можете ить очерел- 
ные молекулы глюкозо-1-фосфата для этого синтеза. УДФГ служит донорох 


глюкозильного остатка в процессе синтеза сахарозы. Акцептором является 
фруктоза. УДФ-галактоза реагирует с глюкозо-1-фосфатом, образуя лактозо- 


-1-фосфат. 
Переброс галактозильного остатка посредством УДФ составляет один из 


этапов синтеза галактолипидов. 
Ряд полимерных углеводов и их производных образуется из УДФ-сахаров, 


а именно: гиалуроновая кислота из УДФ-ацетилглюкозамина и из УДФ- 
-глюкуроната. Целлюлоза синтезируется из УДГФ. Многие глюкозиды син- 
тезируются в ходе ферментативных реакций переноса глюкозильного остатка 
с УДФ-сахара на соответствующий аглюкон. 

УДФ играет важную роль также при реакциях синтеза фосфатидов. Он 
переносит фосфохолинный или фосфоэтаноламинный остатки. 

Глюкурониды образуются в ходе ферментативной реакции с УДФ-глюкуро- 
натом. 

Сульфатные эфиры аминосахаров нуждаются, для осуществления синтеза, 
в добавочном введении активного сульфатного остатка, переносимого соответ- 
ствующим ферментом (см. стр. 33). 

Синтез гликогенов требует, кроме удлинения глюкозильных цепей в поли- 
р разветвления этих цепей. Это осуществляется путем образования 
ы ел связи, в отличие от 1,4-глюкозидной связи в неразветвлен- 
Ее „разветвляющие“ ферменты — это трансферазы 
рее ты Е разрывает связь одного рода и переносит 
ее. цпу усмую связь (разветвляющая &-1 ,4-глюкан-трансфе- 

Уридинтрансферазы выполняют еще о 
зируют взаимное превращение п: 
зами. К таким ВЕ Е жи некатализируемое изомера- 
происходящее на вращение глюкозы в галактозу» 

дящ уровне их фосфатных эфиров: 


галактозо- 


дну важную функцию. Они катали- 


фосфат + УДФ-глюкоза == УДФ-галактоза + глюкозо- 


-1-фосфат 


БИОЛОГИЧЕСКИЕ ОКИСЛЕНИЯ 


Ну) +3 О. а) = Н 


в стандартных условиях мех ь Е 
э’ > Равняется 56,690 кал/ 
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Между окислительно-восстановительным потенциалом каждой оксидоре- 
дукционной системы и полезной работой, которую эта система способна вы- 
полнить, существует следующая зависимость: 


46° = ЕЕ, 


Е, означает изменение оксиредукционного потенциала в стандартных усло- 
виях, п количество перенесенных электронов, Е число Фарадея. 

Биологическое окисление водорода состоит в переносе электронов, не 
прямо с водорода на кислород, а через ряд биологических оксидоредукцион- 
ных систем. Таким образом энергия освобождается малыми порциями и мо- 
жет быть использована благодаря сопряжению этих систем с реакциями, 
накапливающими энергию химическим путем. 


Таблица 7 


Оксидоредукционные потенциалы Е‹ (при РН 7) биологических систем 

















Кофер- 
дс° менты с Субстраты 
ккал/моль Е, истема Е Система 
Воли вольт 
—0,42 н,2н 
—0,34 цистеин/цистин 
( —0;32 НАД.Н,/НАД —0,22 2Н$Н/С$-5С (глутатион) 
—0,185 | Рибофлавин-Р-Н‚/рибо- 
флавин-Р 
—12,0 —0,18 лактат/пируват 
—0,06 Флавиновые ферменты 
восст./окисл. 
| (в митохондриях) 
| —0,05 |Филлогидрохинон/фил- 
лохинон 
—0,04 Цитохром Ь восст./окисл. 
0,00 Цитохром с-редуктаза 0,00 сукцинат/фумарат 
—14,8 ] (ФАД) восст./окисл. 
+0,15 | лейкосоединение/метиле- 
новая синька 
| +0,20 аскорбат/дегидроаскорбат 
0,26 Цитохром с восст./окисл. 
—253 0,29 Цитохром а восст./окисл. 
а +0,81 $ 0./0-- 


Электроны переносятся биологическими оксидоредукционными системами 
в очередности, определенной мнимыми оксидоредукционными потенциалами 
Е, (при РН 7), от систем с более отрицательным потенциалом. Потенциал 
водородного электрода при РН 7 равняется —0,42 У, а кислородного электро- 
да 0,81 У, иначе говоря, во время перехода 2 электронов с водорода на кисло- 
Род освобождается 2: 23,06 ‹ 1,23 ккал. = —56,7 ккал/моль водорода. 

Однако, в клетках окисляется не молекулярный водород, а водород, свя- 
занный с пиридиновыми коферментами, которые заимствуют его прямо от 
субстратов биологических окислений (глюкоза, жирные кислоты, амино- 
кислоты и т.п.). Потенциал системы, состоящей из окисленного и восстанов- 
ленного дифосфопиридиннуклеотида (НАД/НАД-Н.) равняется при РН7— 
—0,32 \. Разность потенциалов этой системы и системы $ 0,//0— р 


1,13 У. Этому изменению потенциала соответствует изменение свобод 
Энергии (в стандартных условиях), С° = —52 ккал. Такое количество 
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энергии можно было бы получить при сеня Е киля Я ри 
щегося в субстрате биологических окислении, при ус: КТив- 
г еской машины клеток. 
я ОВЕавость биологических ее ты м ее 
дукционные потенциалы и величины изменений свободн: р. ллюстри- 
аль (электронов) на кислород происходит посредством 
следующих ферментных систем: системы пиридиновых ферментов, системы 
флавиновых ферментов и цитохромной системы, т.е. системы Уагбше- 
КеШл. В последнее время постулируют еще участие витамина К (филлохино- 
на), а также убихинона между флавопротеидной и цитохромной системами, 
Общую схему систем в топографической форме иллюстрирует рис. 28. Пред- 
полагают, что в митохондриальной мембране слои ферментного белка перепле- 
таются слоями липопротеидов, содержащих коферменты (цитохромы и хи- 
ноны). 

Такая система обладает способностью кислородного фосфорилирования, 
те. превращения АДФ в АТФ посредством связывания неорганического 
фосфата за счет свободной энергии переноса электронов на кислород. На 
один атом восстановленного кислорода образуется не более 3 молекул АТФ. 

Рассмотрим поочередно ферментный аппарат и механизм действия этих 
трех основных многоферментных систем. 























































ПИРИДИНОВЫЕ ФЕРМЕНТЫ И ИХ РОЛЬ 


часть водорода мобилизуется пиридиновыми дегидрогеназами, участвующими 


окисляющем общие метабо- 
при каждом обороте цикла посред- 


аблюдаются межмолек: еносы 
п улярные пер. 
н--- водорода. НАД-Н, и НАДФ-Н, являются раны водорода 


гидро: 
например лора тай рУСМЫХ специфическими редуктазами» 


ФЛАВИНОВЫЕ ФЕРМЕНТЫ И ИХ РОЛЬ 


Главным акцепто: 
ром атомов 
ферментов, посредством которой г 


порода является система флавиновых 
Кейп. Восстановленны 


электроны переносятся на систему \/агФиге- 


своей простетической р Ю Роль. Во-первых они перехватывают 
от них пары водорода. = ываю 
ф ры электронов и переносят их по > рая 
аря тому, что СОР С 


и- 

держит многочисленные 2 пРотеидная система в ПР 
е 

алитического к е атомы железа и меди, которь! 











СИСТЕМА, ПЕРЕНОСЯЩАЯ ЭЛЕКТРОНЫ (\АВВОЕСб — КЕПЛМ) 


На материале исследований Стееп и Маг!аз была составлена следующая 
схема переноса электронов (протонов) на кислород: 





(а) Сукцинат —> о фермент -> липопротеид — 
(Ве) 


е (убихинон) 
цитохром 6 

У 
(6) НАД-Н, > флавиновый фермент -—> липопротеид -> цитохром с; > цитохром с 

(вит. К-редуктаза) (вит. К) я (липопротеид) 

| 
(в) НАД-Н, —> флавиновый фермент -> липопротеид 
(НАД.Н,) (липоиновая к-та) 
с О, <= цитохромоксидаза 


Схема учитывает наличие слоев, перемежающихся, как в бутерброде, со 
слоями растворимых ферментных белков. Напрашивается аналогия с ком- 
плексной системой ферментов, называемой системой сукцинат-оксидазы (а). 


Гукцинат 


| 
МО 
у | 
| МИ | 
НОО Мы О 10 
Флабопротецу Лилопротеи Цитохром Литопротеиу  Цитохров 
( убихинон) Ге цитохром с Г: 


Рис. 28. Ферментная топография в цепи окислений. 


Эта система изображает путь электронов с сукцината на цитохромную систему 
без посредничества пиридиновых ферментов, следовательно без переноса 
при помощи пиридиновых коферментов. Предполагают, что в этом процессе 
может также участвовать убихинон или кофермент О в роли переносчика 
электронов на цитохром с. Этот оспариваемый до сих пор кофермент имеет 


следующую структуру: 


нс +о Г сн, сн, 
нс.о (сн,„—сн=сЬ—снузНн 


Убихинон 


Был найден фермент, убихинол-оксидаза, окисляющий восстановленный 
Убихинон (или убихинол) убихинон-редуктаза, переносящая водород 
< НАД-Н.. 

Главный путь транспорта электронов (в) следует от НАД-Н, через фла- 
вопротеидную систему на цитохром с1, структурно весьма приближенный 
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+++ 2 (цитохромоксидаза)-Ес++ 
2 (цитохромоксидаза)-Ее | 


рые < 










ом а)-Ее++ 2 (цитохром а)-Ее+++ 
2 (цитохр | 
2 (цитохром с)-Ее+++ 2 (цитохром с)-Ее*++ | 
-Ее+++ | 
2 (цитохром с!)-Ее++ 2 (цитохром с!)-Ее | 
< 7 
2 (цитохром Б)-Ее+++ 2 (цитохром Ь)-Ее+++2Н+ 
ФАД:Н, ФАД 
`НАД НАД-Н, 
метаболит-Нь метаболит 
(Гидроксибутират) 


(ацетоаце. ат) 


к цитохрому с, следующему члену системы \’атЬше — КеШп. Флавиновый 

мент, активной группой которого является Ф АД, называется цитохром с- 
-редуктазой (НАД.Н,: цитохром с-оксидоредуктаза). Восстановление ци- 
тохромов с, ис выражается появлением характерных спектральных полос 
обоих коферментов. 


и- 
тироксин) ествов: ного метаболи 
ческого пути вполне Верно › СУществование отдель 


м 
Существует связь этого с пут, 
передвижения электронов с сукцината, у. яз] пути 
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представляет собой многоферментную систему. Эта система, с морфологи- 


ческой точки зрения, является молекулой, переносящей электроны. Это 


замкнутая система в том смысле, что в нее входят электроны только с НАД"Н», 
а выходят только через молекулярный кислород. Ультразвуки или детергенты: 
разбивают эту систему и открывают альтернативные пути через менее сло- 
жные или частично дефектные системы, описываемые под разными назва- 
ниями. Частица, переносящая электроны, содержит 2 флавиновых фермента 
(НАД-Нь-цитохром с -редуктаза, сукцинатдегидрогеназа), 4 рода цитохро- 
мов (с›с,Биа), и сверх того ряд липопротеидов, в том числе один, содержащий 
кофермент О в значительной концентрации, а также негемовое железо и медь. 
Конечно, имеется также НАД, АТФ и ион магния. 

Цитохромоксидаза, иначе цитохром аз, обладает способностью прямо 
реагировать с кислородом. Это комплексный фермент, содержащий медь. 

Цепь переноса электронов можно представить, в общей форме, следующим 
образом см. стр. 138. 

Ряд флавиновых ферментов обладает способностью реагировать с молеку- 
лярным кислородом, т.е. самоокисляться. В данном случае цитохромная 
система становится излишней, а ферменты служат посредниками между 
НАД-Н, и НАДФ.Н, с одной стороны и О, с другой стороны. При этой 
реакции образуется Н»О», разлагаемая каталазой. Эти ферменты называются 
оксидазами. Примером является оксидаза О- или Г.-аминокислот, глюкозо- 
оксидаза, ксантин-оксидаза. 


КИСЛОРОДНЫЕ ФОСФОРИЛИРОВАНИЯ 


Во время транспорта электронов освобождается значительное количество 
энергии. Падение свободной энергии данной системы во время перехода 
одной пары электронов с НАД"Н, на кислород равно —52,1 ккал. на моль 
Нь, (таблица 7). Эта энергия сохраняется в форме высокоэнергетического 
соединения АТФ. Ее передача происходит благодаря сопряжению транспорта 
электронов с фосфорилированием АДФ в АТФ. 

При сохранении целостности цепи переноса электронов, расходу кислорода 
соответствует убыль неорганического фосфора в пропорции О:Р = 1:3. Это 
явление называется кислородным фосфорилированием. 

Опыты с кислородным фосфорилированием производились на осторожно 
изолированных митохондриях © добавлением необходимых коферментов. 
Были определены места в цепи сгорания, в которых происходит кислородное 
фосфорилирование; его необходимо отличать от фосфорилирования на уровне 
субстрата. 

В присутствии цианида, тормозящего цитохромоксидазу, свежеизолирован- 
ные митохондрии катализируют восстановление цитохрома с (за счет В-гидро- 
ксибутирата, фигурирующего в качестве донора электронов), но пропорция 
Р: О не превышает 2. Одно из кислородных фосфорилирований происходит 
несомненно между цитохромом с и цитохром-оксидазой, так как не было 
обнаружено никакого О рн во время переноса электронов 

на пи идиновые .\ м 
с а та тоя цитохромом ий |. = ‚А полностью 
блокирует кислородное фосфорилирование. Е НЫ е ме на от- 
резке цепи сгорания, находящемся между цито т вече у: акцептором 
электронов субстрата является ани 14 ого фед а: 
ется 1. Иначе говоря, одна из реакций кислороде рилирования рас- 
цепи сгорания. 


положена в начальном отделе 
ое кислородное сфориль 
В настоящее время считают, что перв родн. фо ф р Г. 
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вых на флавиновь 
юнов с пиридино те 
ереноса электр. 
происходит во время п 
ОФЕРМЕНУЬ осфорилирование имеет место во 
Следую ядку кислородное ф 
р Е. ее иж сукцинатоксидазы, точнее во время пе- 
р пес с цитохрома Ъ на цитохром с. Третье, как уже Оавалось, 
те тохром-оксидазы на кислород. 
реносом электронов с цитохро я . 
м фосфорилирование тормозится дикумаролом (1076 М) без од- 
ее ‚оне на дыхание. Этот факт дает основание о, 
новрем ыы 
т дником кислородного фосфорилирования является витамин 
аа = азобщающим транспорт электронов и перенос их энер- 
актором 
рые ежа динитрофенол (ДН). Это соединение сильно стиму- 
я е, но полностью подавляет кислородное фосфорилирование, 
ели :: о существует весьма нестойкое промежуточное соединение 
АЯ Ф реагирует 
(Х-—Т) на пути кислородного фосфорилирования, с которым ДНФ реагиру 
следующим образом: 


в +АДФ--Ро 
Кислородное фосфорилирование > Х —1-—— > АТФ+Х-+1 
+ДНФ- 


Х-+ДНФ-1 


+Н.О 
—>ДНФ +1 


Химический механизм, сохраняющий энергию переноса электронов и пере- 
дающий ее АДФ, до сих пор невыяснен. Было установлено, что реакция, 


сопрягающая дыхание и фосфорилирование, катализируется растворимым 
белком, по всей вероятности 


ферментом. Необходимым коферментом этой 
реакции служит ион Мэ’. 


ФОСФОРИЛИРОВАНИЯ НА УРОВНЕ СУБСТРАТА 


Кислородное Ффосфорилиров 
жизненных процессов. Остальная 
ций, связанных с переносом электронов и при 3 реакциях субстратов с АДФ, 
называемых по этим соображениям фос 


ание является главным источником энергии 
часть энергии освобождается в ходе реак- 


ювне суб- 
стратов. В ходе каждой Форилированиями на ур 


из них образуется молекула АТФ, высокоэнергети- 


энергетическое соединение. 
Реактивный карбо. 


ксилфосфат агир ‚га. 
с АДФ следующим обра Реагирует, в присутствии особого ПиСЕ" 


1,3-дифосфоглицерат В 
фоглицер Бы п 
Фермент является специфической трансферазой 
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ре- 
ия, 
ТМ. 
ой 


Реоксидация НАД-Н, через цепь митохондриальных окислений дает 3 
добавочные молекулы АТФ. 

Вторым фосфорилированием на уровне субстрата является гидратация 
2-фосфоглицерата в фосфоенолпируват. В реакции, катализируемой пиру- 
ваткиназой, в присутствии ионов Ме``, фосфатный остаток переносится на 
АДФ с образованием АТФ. х 

Третья реакция фосфорилирования на уровне субстрата представляет собой 
фосфорилирование ГД посредством сукцинат-КоА в присутствии М8“, 
а также перенос фосфатной группы с ГТФ на АДФ. Ход реакции, катализи- 
руемой двумя фосфотрансферазами, имеет следующий вид: 


сукцинат-КоА --ГДФ -Р, -> сукцинат--КоА -+ГТФ 
ГТФ-+АДФ =ГДФ+АТФ 


ХРАНЕНИЕ И ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ВЫСОКОЭНЕРГЕТИЧЕСКИХ 
ПОЛИФОСФАТОВ 


Энергия окисления углеводов, жиров и аминокислот накапливается в форме 
химической энергии высокоэнергетических соединений. К ним принадлежат 
фосфатные эфиры с одной или двумя пирофосфатными связями, ацилфосфа- 
ты, соединения с тиоэфирной связью (например ацил-КоА) и фосфоенолни- 
руват. Из них, по количеству, первое место занимает АТФ, наиболее устой- 
чивое вещество, находящееся во всех клетках в относительно высокой кон- 
центрации, по сравнению с другими коферментами. 

Второй формой накопления энергии, особенно при ее избытке, является 
фосфокреатин, образующийся из АТФ под влиянием креатинкиназы. 


Креатин-+ АТФ =фосфокреатин +АДФ 


Эта реакция обратима; она поддерживает уровень АТФ в митохондриях 
и в специализированных биохимических системах (например в мьшцах) 
в случае истощения запаса АТФ при повышенном расходе энергии. 

Рядом с АТФ встречаются многие другие полифосфаты, как ЦТФ, УТФ, 
ИТФ, ГТФ, которые вместе взятые составляют лишь несколько процентов 
общего количества полифосфатов. Они необходимы для ряда реакций синтеза, 
в которых они выступают в качестве активаторов различных метаболитов за 
счет распада одной из пирофосфатных связей. Их резерв постоянно пополня- 
ется посредством реакций передачи фосфатной группы с АТФ на дифосфаты 
соответствующих нуклеозидов. 

Примером таких реакций передачи, во время которых образуются высоко- 
энергетические фосфаты, может служить фосфорилирование гуанозиндифос- 


фата (ГДФ): 
ГДФ+АТФ -ГТФ+АДФ 


Если реакция исходит из гуанозинмонофосфата (ГМФ), вышеприведенной 
реакции должна предшествовать следующая: 


ГМФ-+АТФ=ГДФ-+АДФ 


Аналогично протекают реакции с другими нуклеозидами, моно- и дифо- 
<фатными. 

Эти реакции обратимы. Благодаря этим процессам возникают необходимые 
Формы нуклеотидных коферментов. 
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АТ ‚ как прави) б 
Взаимоотношение уровней АТФ и АДФ в клетках, те ло, колеблется 
в узких пределах. В случае отклонений от нормьт, вызываемых увеличенны 
потреблением или подвозом, пропорция восстанавливается при помощи рас. 
пространенного фермента аденилаткиназы, катализирующей реакцию: 


АТФ+АМФ =АДФ+АДФ 


Реакции, использующие свободную энергию распада высокоэнергетических 
соединений, весьма многочисленны. Их разделяют на несколько групп, 
в зависимости от функции, выполняемой данным нуклеотидным кофермен- 
том. 

Первую группу составляют реакции, катализируемые фосфотрансферазами 
(киназами), переносящими последнюю фосфатную группу с донора, которым 
служит АТФ, на акцептор. При этом образуется АДФ. Для лучшего пони- 
мания механизма этих реакций приводим пару примеров: 


Глюкозо-1-Р + АТФ -> глюкозо-1,6-дифосфат + АДФ 
Рибоза + АТФ -> рибозо-5-Р {+ АДФ 

Глицерин-- АТФ -> глицерин-3-Р + АДФ 

Холин АТФ -> фосфохолин-+ АДФ 

Рибофлавин + АТФ -> рибофлавин-фосфат (ФМН)+АДФ 
Уридин-+ АТФ -> уридинфосфат (УМФ)-+ АДФ 
СО,-+МН,-+ АТФ -> карбамилфосфат + АДФ 


Ко второй группе принадлежат реакции, в которых переносится пирофос- 
фатная группа, например: 


рибозо-5-фосфат--АТФЫ—5-фосфорибозил-1-пирофосфат (ФРПФ). 


Их катализируют пирофосфотрансферазы. 

Большая группа реакций относится к переносу нуклеотида с донора, т.с. 
нуклеозидтрифосфата, на акцептор, которым служат жирные кислоты, амино- 
кислоты, сахарно-фосфатные эфиры и т.п., причем они переводятся в актиВ- 
ные формы. Ввиду того, что при этой реакции разрывается внутренняя пиро- 
фосфатная связь и отщепляется пирофосфат, эти реакции считались пирофос- 
форолизом. Однако, более правильно называть эти реакции реакциями пере” 


носа нуклеотидильного остатка, а ферменты е азами. 
— нуклеотидилтрансфер: 
Примеры пирофосфоролиза: ы 


В —>ФАД-+ ПФ 

осфохолин + ЦТФ — ЦДФ-холин 

Сульфат АТФ -> а денозин фосфор фа +ПФ 
Глюкозо-1-Р-- УТФ УДФГ-+ ПФ 

Т.-метионин + АТФ > аденилилметионин - ПФ 
Жирная кислота+ АТФ — ациладенилат + ПФ 
Г.-метионин + АТФ $-аденозилметионин +ПФ+Р, 


Наконец, метаболиты могут ак чем 
тивироваться ТФ, при 
энергия распада АДФ используется а о еы ‘соединения, 
но акцептором фосфатного остатка служит вода нм ктивируемое соеди” 
нение. В таком случае появляется неорганический фосфат, например: 
ь 

Формиат НТГФА АТФ > Ми форми ТЕФААЛФ-+Р, 
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Энергия распада 
ргия распада АТФ на АДФ иР, может покрыть затраты, связанные 
с синтезом новой связи, как например: 


глутаминовая а +цистеин +АТФ у-глутамилцистеин + АДФ ЧР 
у-гдутамилцистеин - АТФ глутатион--АДФ-+ЕР, 


а ыы К классу лигаз (синтетаз). 

в 

помощи двух ный кислот происходит, в зависимости от их рода, при 
змов переноса нуклеотидильных групп, или с отщепле- 


=. оо или же с отщеплением неорганического фосфата (см. 
ы р 
Рок: аж, Ант (ФРИ) можно считать высокоэнергети- 
связью от АТФ. Он фе 25 у была передана энергия вместе с пирофосфатной 
диновых оснований. об ирует ферментативно с рядом пуриновых и пирими- 
› ООразуя соответствующие нуклеотиды (у бактерий). Син- 
тез нуклеотидов (у животных) начинается реакцией с глутамином (см. стр. 118). 
Активация сульфата требует 2 молекул АТФ и проходит в два этапа. Пер- 
вый этап создает аденозин-5-фосфосульфат, второй вводит добавочную фос- 
фатную группу в положение 3. 


Сульфат-+2АТФ->аденозин-3'-фосфо-5 '-фосфосульфат+-ПФ-+АДФ 


Это т.н. ‚активный сульфат“ (см. стр. 32), реагирующий непосредственно 
с фенолами, аминосахарами и стеролами и дающий сернокислые эфиры. 
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ВТОРАЯ ЧАСТЬ 


ФИЗИОЛОГИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА И МЕТОДЫ 
ОПРЕДЕЛЕНИЯ НЕКОТОРЫХ ФЕРМЕНТОВ 
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ОБЩИЕ ПРИНЦИПЫ ОПРЕДЕЛЕНИЯ 
АКТИВНОСТИ ФЕРМЕНТОВ 
МАЮАМ ОКРО$КТ 


При исследовании ферментативных процессов предметом испытания пре- 
имущественно является скорость реакции, а не концентрация фермента. Ре- 
комендуется помнить, что измеряемая скорость ферментативной реакции не 
всегда пропорциональна количеству фермента в данном биологическом ма- 
териале. Это объясняется тем, что биологические жидкости и ткани часто 
содержат соединения, ускоряющие или замедляющие определенные фермен- 
тативные реакции, и что влияние этих веществ на измеряемую скорость фер- 
ментативной реакции не всегда поддается исключению или точному опреде- 
лению. Поэтому понятие большей или меньшей ферментативной активности 
не всегда совпадает с большей или меньшей концентрацией фермента в иссле- 
дуемом материале. Многие ферменты пребывают в неактивной форме, и усло- 
вия перехода из неактивной в активную форму могут иметь решающее значение 
для измеряемой ферментативной активности. Положение еще осложняется 
тем, что биологический материал обычно содержит не один, а целую группу 
ферментов. На субстрат действует сразу несколько ферментов, а продукт 
ферментативной реакции, количество которого является мерой активности 
исследуемого фермента, может подвергаться дальнейшим ферментативным 
превращениям и тем самым исчезает из реакционной среды. Наука до сих пор 
не располагает методами количественного определения ферментов в присут- 
ствии значительного количества других белковых веществ. Только при 
условии тщательной очистки ферментных препаратов можно на основании 
активности заключать о количестве фермента. Иногда, располагая чистыми 
кристаллическими препаратами ферментов, например такими протеолитичес- 
кими ферментами, как пепсин, трипсин, химотрипсин, можно сравнивать 
полученные данные со стандартной кривой активности, построенной при по- 
мощи точно определенных по весу количеств фермента. 

При определении активности ферментов пользуются всеми классическими 
методами аналитической химии. Применяются: анализ титрованием, колори- 
метрия, спектрофотометрия, газометрия и другие. Чаще всего исследуют ско- 
рость появления продукта ферментативной реакции, или, реже, скорость 
исчезновения вещества, подвергающегося превращению. Эта скорость, из- 
меряемая количеством превращаемого соединения в единицу времени, служит 
мерой активности фермента. Нередко измеряют активность ферментов по 
методам, заимствованным у физической химии, как например определение 
вязкости, помутнения, а также при помощи полярометрического, потенцио- 
метрического и других способов. 

При определении активности ферментов необходимо соблюдать заданные 
Условия. Определение производят при постоянной температуре, постоянном, 
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нений пользуются средствами, подавляющими рост бактерий, как толуол, 
хлороформ, тимол и другие, причем применяемое средство не должно влиять 
на испытуемую ферментативную активность. 

Определение активности многих ферментов производится по оптическому 
методу \У/агбиго. Этот метод состоит в прямом спектрофотометрическом из- 
мерении перемен экстинкции, происходящих в единицу времени, под влиянием 
ферментативной реакции. Предметом измерения является поглощение света 
коферментом или субстратом ферментативной реакции. Особенно часто исполь- 
зуют для этой цели разницу экстинкции между окисленным и восстановлен- 
ным никотинамидадениндинуклеотидом и никотинамидадениндинуклеотид- 
фосфатом. Оба эти соединения обладают сильной полосой поглощения при 
260 ми, зависящей от наличия аденина в молекуле; восстановленная форма 
обоих коферментов дает полосу поглощения при 340 ми. Следовательно, 
появление абсорбции при 340 ми указывает на восстановление кофермента 
и наоборот, уменьшение абсорбции в этом диапазоне световых волн говорит 


за окислением кофермента. Примером такой реакции является реакция, ката- 
лизируемая лактатдегидрогеназой: 


пировиноградная кислота + НАД-Н+Н+ == молочная кислота + НАД 
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В присутствии избытка триозофосфатизомеразы и фермента Вагапо\ 1 
(а-глицерофосфатдегидрогеназа) и НАД-Н, мерой активности альдолазы 
является скорость окисления НАД-Н,. 

Коэффициент экстинкции для НАД-Н, равняется при 340 ми 6,22х 108 
см/моль. Это значит, что | имоль НАД.Н,, растворенный в 1 мл, обуслов- 
ливает поглощение света с длиной волны 340 ми, на пути в 1 см, на юё 1/1 = 
= 6,22. Если объем реакционной смеси равен 3 мл, экстинкция 1 имоля 
НАД-Н, в 3 мл составляет 6,22:3 — 2,07. 

Такие же пересчеты относятся к реакциям, в которых роль кофермента 
играет НАДФ. В некоторых фотометрах для измерения реакций, протека- 
ющих с участием пиридиновых нуклеотидов, пользуются полосой Не с дли- 
ной волны 366 ми. Экстинкция НАД.Н, при этой длине волны меньше 
экстинкции при 340 ми. Для пересчета с одной экстинкции на другую прини- 
мают во внимание следующую зависимость: 


НАД.Н, НАД.Н. 
би" = 1,89 х Зебыи 


ОПРЕДЕЛЕНИЕ АКТИВНОСТИ ФЕРМЕНТОВ В СЫВОРОТКЕ 
И БИОЛОГИЧЕСКИХ ЖИДКОСТЯХ 


Большинство исследований ферментов, которыми пользуются клинические 
лаборатории, производится в сыворотке, моче, спинномозговом ликворе — 
реже в других биологических жидкостях — транссудатах и экссудатах. Не- 
смотря на то, что до сих пор физиологическое значение большинства ферментов 
плазмы неизвестно, исследование их активности приобрело значение для 
диагностики многих болезней. Поэтому в настоящей главе отводится главное 
место методике исследования активности ферментов в плазме или в сыво- 
ротке. 

Активность ферментов в плазме обычно весьма невелика в сравнении 
с активностью тех же ферментов в тканях. Количество ферментативно актив- 
ного белка составляет в плазме лишь небольшую часть общего количества 
белка плазмы, пассивного в ферментативном отношении. Ферментативно 
пассивные белки могут оказывать тормозящее или стимулирующее влияние 
на некоторые ферментативные реакции. Известно, например, что в сыворотке 
имеются ингибиторы многих ферментов, в частности трипсина, химотрипсина, 
гиалуронидазы. Кроме того, некоторые белки активируют ферментативные 
реакции. И так альбумины активируют липопротеинлипазу. 

Активность ферментов в форменных элементах крови в лейкоцитах и в эри- 
троцитах, обычно во много раз превьшпает активность ферментов в плазме 
или сыворотке. По этим соображениям, даже следы гемолиза могут суще- 
ственным образом изменить результаты определения активности ферментов 
сыворотки. Если учесть, что не кровяные тельца, а разные ткани и органы 
являются главным источником ферментов, обнаруживаемых в плазме, то 
становится понятным, что исследование активности ферментов в плазме 
С гемолизом может привести к ошибкам. 

При исследовании активности ферментов в плазме больных необходимо 
помнить, что некоторые лекарственные средства влияют на результаты опре- 
делений. Так салицилаты могут повышать активность трансаминазы плазмы, 
а опиаты иногда увеличивают активность амилазы. Антикоагулянты, приба- 
вляемые к пробе крови, также могут повлиять на определение ферментативной 
активности. Наблюдаются колебания ферментативной активности в плазме 
В зависимости от времени дня, рода и времени приема пищи. 
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При определении активности ферментов © Участие НАД, следует 
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ов плазмы выражают в т.н. единицах, которые обычно 
указывают количество превращенного субстрата в единицу времени. Они 
условны; их величина зависит от применяемого автором метода. Поэтому 
иногда для одного и того же фермента существует столько разных единиц, 
сколько имеется способов определения его активности. Это неминуемо ведет 
к затруднениям при сравнивании результатов, полученных разными иссле- 
дователями, пользующимися различными методами. Необходимо унифициро- 
вать единицы активности ферментов сыворотки. Несколько лучше обстоит 
дело в области ферментов, активность которых определяется по спектрофото- 
метрическому методу У/атбиге. Эти методы пользуются по большей части 
следующими единицами: 

Единица, рекомендуемая \/тбе\уз 1 и сотр., представляет собой активность 
фермента в 1 мл сыворотки, способного при температуре 25° вызвать изме- 
нение экстинкции НАД в течение 1 минуты на 0,001 при 340 ми. Объем реак- 
ционной смеси равняется при этом 3 мл, а толщина слоя жидкости в изме- 
рительной кювете 1 см. Следовательно, при измерениях в диапазоне 340 ми 


ЛЕ/мин/млх 1000 = единицы, 
а при измерениях в диапазоне 366 ми 
АЕ|мин/млх 1000 х 1,89 — единицы. 


Е введенная ВйёсВег, представляет собою активность фермента» 
Дора г при температуре 25° изменение НАД при 366 ми на 0,100 в про- 
е секунд, при объеме 1 мли толщине измерительной кюветы 


В см. В этих условиях это означает п 
ревраще: и 20,1 иг 
НАД. При длине волны 366 ми это И ыы Ато иле 


ЛЕ/мин 1 
рита болоох1лох 1 = ЛЕ/мин/млх 50 = единицы, 


при определении в диапазоне 340 ми: 


ЛЕ/мин/млх 1 





у: 
ами, выражающими число имолей а 
ения? 


ТОТ ь ъеме реакционной смеси 3 мл 910 ©" 
АЕ/мин/мл х 60 < 0,483 
**2 — ЛЕ/мин/илх 29 
При и х29,0 = единицы. 
ри измерениях в диапазоне 366 ми и конечном объеме 3 мл: 
АЕ/мин/млх 60 х0 


т 831,89 — ДЕ/мин/ил 55.0 — единицы. 





В последнее время рекомендуют создание международной единицы (ТО), 
соответствующей превращению 1 имоля субстрата в продолжение минуты 
в 1000 мл плазмы или тканевого экстракта, при температуре 25° (73, 99, 167). 
При измерении в диапазоне 340 ми, при конечном объеме 3 мл, толщине 
‚«оветы в | см и объеме испытуемой пробы в 1 мл: 


ДЕ/мин/мл Хх 1000 х0,483 = ЛЕ/мин/мл х483 = единицы (ГО). 
При тех же условиях, в диапазоне 366 ми: 
ЛЕ/мин/млх 1000 х 0,483 х 1,89 = ЛЕ/мин/мл х 913 = единицы (ГО). 


Для ясности мы приводим по ЕсмегсВ и сотр. (167) таблицу, при по- 
мощи которой можно быстро производить пересчет с одних единиц на другие. 


Таблица пересчета разных единиц, применяемых при спектрофотометрии с НАД 
или НАДФ (167) 





Искомая величина 











Данная величина имоль имоль/мин Е т 
час./мл 1000 мл ХУгбЫе\з Васвег 
‘имоль/час./мл — 167 34,5 0,915 
имоль/мин./1000мл 0,060. — 2,07 0,055 
ед. УтоМемз Е 0,029 0,483 — 0,027 
ед. Васвег 1,097 18,29 77 — 


Единицы, применявшиеся ранее при ферментных методах, легко пере- 
считать на международные единицы. Например, единица щелочной фосфа- 
тазы ВодапзКу означает освобождение |1 мг фосфора в течение 1 часа, под 
влиянием 10 мл сыворотки, из В-глицерофосфата натрия. По новым взгля- 


1 
дам, 1 единица ВодапзКу = о х 60 х 10 молей в минуту на литр сыво- 


ротки = 5,35 международных единиц. 


ОПРЕДЕЛЕНИЕ АКТИВНОСТИ ФЕРМЕНТОВ В ТКАНЯХ 


Определение активности ферментов в тканях производится главным обра- 
зом в гомогенатах и тканевых срезах; значительно реже представляется воз- 
можность исследовать активность в изолированных одиночных клетках или 
суспензиях одиночных клеток. Типичным объектом, в котором можно иссле- 
довать активность некоторых ферментных систем в суспензиях одиночных 
клеток является асцитный рак Эрлиха, а также искусственные экстракорпо- 
ральные культуры некоторых клеток. я 

За последние годы появилось много сообщений о ферментативных иссле- 
дованиях на человеческих тканях, получаемых путем биопсии. Это отно- 
сится в первую очередь к тканям печени, почки, селезенки и, реже, к другим 
тканям. Полученную ткань взвешивают, затем ©е гомогенизируют в гомо- 
генизаторе, чаще типа Ронег-Е/меБ)ета с заданным количеством физиологи- 
ческого раствора поваренной соли и хлористого калия или раствора сахарозы. 

ивность ферментов определяют либо в цельном, сыром гомогенате, т.е. 
гомогенате, содержащем все компоненты Ел после от- 
деления центрифугированием ядер и клеточных меморан. сногда цельный 
гомогенат подвергают фракционному центрифугированию, исследуя распре- 
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точных фракциях, например в клеточ. 
а также во фракции растворимых 


деление активности в получаемых кле 
ных ядрах, митохондриях, микросомах, 
белк цитоплазмы. : 
к е может зависеть не только от его коли- 


Активность фермента в гомогенат 
чества в исследуемой ткани. Сама процедура приготовления гомогената может 


существенным образом повлиять на результат определения А Это 
зависит м.пр. от герметичности гомогенизатора (зазор между Ем и стен- 
кой гомогенизатора), продолжительности гомогенизации и температуры. По- 
этому для данного фермента необходимо всегда определить оптимальные 
условия гомогенизации. Во избежание денатурации фермента при растирании 
ткани между стенками гомогенизатора, прибор охлаждают льдом. Продол- 
жительность гомогенизации играет существенную роль. Лактатдегидрогеназа 
печени переходит в раствор уже через минуту после начала гомогенизации, 
зато другие ферменты переходят медленнее. Промежуток времени от момента 
взятия ткани до определения ферментативной активности имеет нередко 
большое значение, многие ферменты ш уйго быстро теряют свою активность, 
поэтому их необходимо исследовать сразу после получения гомогената. При- 
мером такого фермента является глюкозо-6-фосфатаза, быстро теряющая 
активность даже на льду. Другие ферменты более устойчивы, некоторые сох- 
раняют активность даже после долгого хранения. 

При исследовании ферментативной активности необходимо помнить, что, 
помимо исследуемого фермента, в реакционной среде находится огромное 
количество других ферментов, а также известное число коферментов, об- 
условливающих дальнейшее превращение определяемого продукта реакции 
и приводящих к неверным результатам исследования. Источником ошибок 
при исследовании активности в гомогенатах может быть также присутствие 
крови. 

Обычно определяют ферментативную активность гомогената по отноше- 
О нь высушенной ткани. Ввиду того, что содержание воды 

› выгоднее производить вычисление по отношению 

к содержанию в гомогенате белка или общего азота. 
т с той же целью определять содержание дезоксири- 
тканях. Содержание ДНК. в клеточном ядре по- 
й клетки. Зная эту величину, можно 
после чего измеряют активность из расчета 











леточные барьеры в значительной степени сохранены. Благодаря этому об- 
стоятельству исследование тканевых срезов оказывает большую помощь ПРИ 
прослеживании путеи следования меченных метаболитов и субстратов. ОгРа- 
ниченное проникновение многих соединений через клеточные мембраны» 
с другой стороны, иренставляет. серьезное препятствие для исследования 
многих ферментативных реакций по этому методу. Это относится также 
и к исследованиям, производимым во взвесях одиночных клеток. При вьг 
шеприведенных методах исключаются, как правило, все регулирующие, 
влияния, действующие в организме, как целом. 


ФИЗИОЛОГИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА И СПОСОБЫ 
ИССЛЕДОВАНИЯ АКТИВНОСТИ НЕКОТОРЫХ 
ФЕРМЕНТОВ 


ФЕРМЕНТЫ УГЛЕВОДНОГО ОБМЕНА 
МАБВТАМ ОКЕОТУК! 


Не все ферменты углеводного обмена находятся в сыворотке. В ней не 
обнаружено активности (или она весьма небольшая) следующих ферментов 
углеводного обмена: фосфорилазы, гексокиназы, фосфогексокиназы, фрук- 
тозо-1-фосфат-альдолазы, глюкозо-6-фосфат-дегидрогеназы, алкоголь-деги- 
дрогеназы и других (90, 122, 170). Некоторые ферменты, лактатдегидроге- 
наза и фосфогексоизомеразы проявляют в сыворотке значительную актив- 
НОСТЬ. 


ФОСФОГЛЮКОМУТАЗА (ФГМ) 


Этот фермент катализирует обратимое превращение глюкозо-1-фосфата 
(Г-1-Ф) в глюкозо-6-фосфат (Г-6-Ф). Он широко распространен в тканях 
и клетках (55). В состоянии ферментативного равновесия имеется около 95% 
Г-6-Ф и около 5%, Г-1-Ф. Молекулярная масса фермента составляет 74000. 
Для его полной активности необходимо присутствие ионов М2*+ и цистеина. 
Фториды сильно тормозят фермент. Сырые ферментные препараты также 
активируются ионами марганца и кобальта. Коферментом реакции, катализи- 
руемой ФГМ. оказался глюкозо-1,6-дифосфат (Г-1,6-Ф) (52). Молекула фер- 
мента принимает участие в реакции, подвергаясь фосфорилированию (142) 
В соответствии со следующей схемой: . 


Т этап глюкозо-1-фосфат- фосфофермент —> 
> глюкозо-1,6-дифосфат + дефосфофермент 
И этап глюкозо-1,6-фосфат- дефосфофермент > 
> глюкозо-6-фосфат + фосфофермент 


1-Ф, получаемые ферментативным путем, 
о Г-1,6-Ф в виде загрязнений так, что 
фермента. Однако, имея дело с пре- 


Обыкновенные препараты Г- 
Содержат достаточное количеств 


Реакция проходит без добавления ко 
дельно  Еббыки препаратами Г-1-Ф, необходимо для достижения максималь- 


-16-Ф. В дрожжах и мышцах был 
ной активности прибавлять чистый Г-1,6-Ф 
Обнаружен нев катализирующий фосфорилирование Г-1-Ф в Г-1,6-Ф 
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-1-фосфат-киназоз 
Этот фермент был назван глюкозо ой, 
тр о я ыы в ходе следующей реакции (176): 

а Г-Ф РЕГ -1.6-Ч 5 глюкоза 


Число оборотов фермента печени кролика равно 16800. Вся ферментатиь. 
ная активность была найдена в растворимой фракции цитоплазматических 


белков клетки (89). 
ФГМ находится в плазме здорового человека и животных, где можно 


определить ее активность. Изменения активности ФГМ наблюдаются при 
злокачественных опухолях, эпидемическом гепатите, злокачественном мало. 
кровии, лейкозе с метастазами в костях. Особенно высокая активность ФГМ 
была обнаружена в одном из случаев отравления окисью углерода (32, 149), 

Методы определения активности ФГМ. При определении актив- 
ности ФГМ используют различия в свойствах эфиров Г-1-Ф и Г-6-Ф. Гидро- 
лизв1 Н НС! при 100° освобождает в течение 7 минут весь фосфор Г-1-Ф, 
а Г-6-Ф спустя один час отдает лиш 9% общего количества фосфора. Г-6-Ф 
является сложным эфиром, восстанавливающим щелочные растворы меди; 
Г-1-Ф этим свойством не обладает. Следовательно, пользуясь Г-1-Ф в ка- 
честве субстрата, можно определить активность ФГМ, либо измеряя коли- 
чество кислотолабильного фосфора, либо определяя рост во время инкубации 
количества восстанавливающего сахара. 

Определение активности ФГМ по методу Во4апзКу (31). 

Принцип: определение активности состоит в измерении убыли кислото- 


лабильного фосфора, после инкубации фермента с Г-1-Ф в качестве суб- 
страта. 


Ход определения. Отмеривают в центрифужную пробирку 0,5 мл 0,025 М раствора 
дикалиевой соли Г-1-Ф, доведенной до рН 7,6; затем добавляют 1,0 мл буфера Тгё рН 7,4; 
0,25 мл 0,2 М раствора гистидина, доведенного до рН 7,6; 0,1 мл 0,03 М раствора М; 
и 0,15 мл 2,5 Х 103 М раствора Г-1,6-Ф. Пробирку ставят в водяную баню с температурой 
37° и через 5 минут пускают в ход реакцию, прибавляя 0,5 мл сыворотки, предварительно 
а до д же температуры. После 4 часов инкубации переносят 1 мл смеси в 5 мл 
Г: т ты % раствора трихлоруксусной кислоты. Перемешивают и фильтруют в про- 

рки, охлажденные на льду. В частях фильтрата определяют неорганический фосфор 


и кислотолабильный фосфор, сра: й б 
ен, фосфор, сравнивая с холостой пробой, освобожденной от белка в Но” 


равнялась 84 единицы, 

Оптимум РН фермент 
изменялась в пробе, 
Однако, после двухди 
5—10°, активность фе 


фосфогексоизомеразы 
-6-фосфат (Г-6-Ф) перья 
( Ф ( ) подвер: 


ой изомеризации в фруктозо-6-фосФ., 


Ход определени 
т 
(0,25 М); 0,25 мл за №8508 
(0:05 № обра цистеина (0,25 а о к РН 6,9—7,0); 0.25 ит, осфат8 
пре пробку О о т 
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туре 37°. Пускают в ход реакцию путем придавления 0,5 мл сыворотки. Спустя 30 минут 
инкубации реакцию прерывают, прибавляя 2,5 мл 10% хлорной кислоты; и центрифуги- 

уют. Для определения количества образовавшегося Ф-6-Ф отмеривают 1 мл центри- 
фугата в пробирку, прибавляют 1,0 мл раствора резорцина (0,1% в абсолютном этаноле), 
а затем 3 мл 30% НС!. Перемешивают и подогревают 8 минут при температуре 80°, затем 
охлаждают. Через 30 минут пробу исследуют при 490 ми и толщине кюветы 1 см. Срав- 
нение производят с холостой пробой, к которой хлорную кислоту приливают перед добав- 
лением субстрата. 

За меру активности авторы принимают число |, молей гексозо-6-фосфатов, образующихся 
из Г-1-Ф под влиянием 1 мл сыворотки в продолжение часа. Это число равняется полу- 
ченному количеству Ф-6-Ф, умноженному на 2,5, так как авторами доказано, что частное 
тексозо-6-фосфатов в любой момент реакции равно 2,5 вследствии присутствия в инкуба- 
ЦИОННОЙ смеси фосфогексоизомеразы. Количество Ф-6-Ф находят по стандартной кривой, 
составляемой при помощи чистого -6-Ф или, за неимением этого реактива, чистой фрук- 
тозы. Ф-6-Ф дает при пользовании методом с фруктозой по Вое (168) только 60,5% интен- 
сивности окрашивания равновесного количества фруктозы, так что искомое количество 
образовавшегося Ф-6-Ф получают, умножая найденное по стандартной кривой количество 
фруктозы на коэффициент 2,39; при этом учитывают разницу молекулярного веса обоих 
соединений (192). - 


Средняя активность у 10 здоровых лиц была равна 0,5 единицы (0,1—1,41). 
Намного выше активность в сыворотке некоторых животных. В отличие от 
ВодапзКу, авторы считают оптимальным рН 6,9—7,0. Авторы не наблюдали 
активации фермента в сыворотке при добавлении кофермента, глюкозо-1,6- 


-дифосфата. 


ГЛЮКОЗОФОСФАТИЗОМЕРАЗА (ФГИ) 


Этот фермент катализирует обратимое превращение глюкозо-б-фосфата 
(Г-6-Ф) в фруктозо-б-фосфат (Ф-6-Ф). Его открыл Гобтапп в 1933 году 
(110). Равновесие реакции устанавливается при температуре 25° в присутствии 
32% кетозы и 68% альдозы. 


Г-6-Ф = Ф-6-Ф 
68% 32% 


остранен во всех тканях и представляет собой 


Этот фермент широко распр 
ментов организма. Его присутствие было также 


один из наиболее активных фер 
обнаружено в дрожжах и растениях (179, 191). 
Превращение Г-6-Ф в Ф-6-Ф совершается, вероятно, через эндиольную 
форму, соответственно реакции 
сно нсон н,сон 


| эн] вые) 
нсон сон т 
| | 


Конкурентным ингибитором ФГИ оказалась б-фосфоглюконовая кислота 

(157). Этому явлению приписывают болышое значение в вопросе регуляции 

углеводного обмена, так как этот эфир является первым метаболитом на пути 
> 


ащен: 
нь те было обнаружено ВодапзКу (27). Этот фермент 


й 150). Рост активности ФГИ 
нномозговой жидкости ( 
т я при эпидемическом гепатите (25, 38), инфаркте 
ра, "(25 177), злокачественных новообразованиях (28, 30) и при про- 
> 2 


С я ии (ЕгБ). Незначительное повышение ак- 
г тшечной дистроф 
а при хроническом гепатите, циррозе печени и механической 


тух ФГИ в спинномозговой 
величение активности 
желтухе. Весьма значительное У ыы 
жидкости было отмечено при туберкулезном мен (6) 


ия глюкозы. 
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Определение активности ФГИ по методу Во4дапз Ку (29). 
Принцип: определение активности состоит в измерении количества п. 
лучаемого фруктозо-б-фосфата (Ф-6-Ф) после воздействия фермента на 56. 
страт, которым является глюкозо-б-фосфат (Г-6-Ф). 


Реактивы: 0,03 М раствор Г-6-Ф — 782 мг бариевой соли Г-6-Ф с суммарной Формулой 
С.НиО.РВа-7Н.О (151) суспендируют в небольшом количестве дистиллированной ВОДЫ 
и растворяют прибавляя по каплям концентрированную НС!. Приливают около 16 мл 
воды и барий осаждают заранее определенным небольшим избытком сернокислого натрия 
Сернокислый барий отделяют центрифугированием. Супернатант переносят в другую 
посуду и доводят его рН едким натром до 7,4. Объем раствора доводят до 50 мли проверяют 
его концентрацию определяя общее количество связанного фосфора. 


Таблица для пересчета количества фруктозо-6-фосфата, образующегося 
при ферментативной реакции, на единицы по ВоЧапзКу (29) 















































иг единицы иг единицы иг единицы иг единицы 
1 1 36 36 71 84 
106 161 
2 Я 37 37 72 86 
3 3 38 38 73 88 18 ее 
108 
: ы -. 39 74 90 109 т 
ы - > 40 75 92 110 172 
9 ы ,: = 76 . 93 111 176 
Ё 2 ее =. 77 94 112 179 
9 9 44 78 97 113 182 
10 т из ь 2 = 114 186 
и 00 115 190 
и Ц р Н 101 116 194 
5 и 103 117 198 
4 14 49 г 83 106 118 202 
15 15 50 к, 84 107 119 206 
16 16 51 > 85 109 120 208 
17 17 52 86 111 121 212 
18 1 54 87 
В ЕЕ 55 ЕЯ 
2 
20 20 Е 2 89 117 124 224 
Е. 21 56 2 90 120 125 229 
Е: [2 57 1 — 122 126 234 
т > 58 ео а 123 127 240 
ов -- 59 64 и 126 128 245 
7. > 60 66 5 128 129 252 
2 РЕ 67 96 ее т 2 
В 69 131 
29 2 63 то 2 136 132 272 
30 Зо 64 12 е 139 133 278 
31 р 65 4 |. 141 134 286 
32 и 66 76 ь 144 135 —. 
33 67 101 1 300 
33 78 47 136 
за 68 102 
34 65 80 108 149 137 307 
5 35 а 81 | 153 138 За 
о 84 а 155 139 324 
158 140 381 


Веронало-ацета: 
* ЗН.О) и тный буфер по М; я 
д : ме й вероналнатри СВаеНз: 9,714 т Уксусн оома* 
ой водой до 500 и СТВОряют в мерной в натрия ее - Саствора 
трата: в мер: ы е и доводят объем 
ную ко. 
тельная ково иеСи и чу емкостью В 500 мл отмеривают 125 мл 051 Е 
ы ие ВЯ Г-6-Ф д мы Г-6-Ф. Объем раствора дов, 
створом Г-6-ф. "Рация раствора низий Равняться 0,0025 М, а РН Рабы 
“ <, се доводят до желаемой вели“ 
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Ход анализа: 0,5 мл сыворотки смешивают с2 мл 


ной соли. В центрифужку отмеривают 2 мл смеси буфера и субстрата и ставят в водяную 
баню при температуре 37°. Реакция пускается в ход прибавлением 0,5 мл разбавленной сыво- 

отки. Инкубируют 30 минут ‚и прерывают реакцию 2,5 мл 5% раствора трихлоруксусной 
кислоты. Центрифугируют. Холостая проба содержит те же и кроаСНтЕ но сыворотку 


приливают после добавления трихлоруксусной кислоты. 2 мл отцентрифугированной жид- 


кости отмеривают в пробирку и определяют Ф-6.Ф по методу Вое (168), прибавляя 2 мл 
0,1% раствора резорцина в абсолютном этаноле и 6 мл 10 Н НС! Содержимое пробирки 
перемешивают и подогревают 15 минут при температуре 80°. Фотометрируют после охлаж- 
дения, при 490 ми, сравнивая с холостыми пробами. Количество образующегося Ф-6-Ф 
находят по стандартной кривой, составляемой по чистому Ф-6-Ф или чистой фруктозе. 
В последнем случае получаемое количество фруктозы умножают на коэффициент 2,39 (192) 
(см. стр. 18). При большой активности фермента в пробах весь субстрат может быть израс- 
ходован в ходе реакции. В таком случае повторяют опыт с сывороткой, разбавленной в 20 
или 40 раз, а результат соответственно умножают на 4 или 8. Автор выражает активность 
ФГИ в ВАНицНх» ОЧНЫХ обратной величине количества сыворотки в мл на мл реак- 
тивной смеси, обусловливающей образование 25 иг Ф-6-Ф при заданных условиях. Итак, 
активность 167 единиц для данной сыворотки означает, что 1/167 см 1 или 0,006 мл этой 
сыворотки вызвало бы образование 25 иг Ф-6-Ф при стандартных условиях. Для удобства 
при вычислении активности приводится составленная автором таблица, при помощи ко- 
торой легко пересчитать количество Ф-6-Ф на единицы. 

Активность сыворотки не изменяется за 8 часов хранения при комнатной температуре 
или за 1—2 недели в холодильнике. Активность фермента, обнаруженная автором у 31 
здорового лица, равнялась 20 единицам (от 8 до 40 единиц). Активность фермента в легких 
была в 270 раз выше, чем в сыворотке, а в мозгу, печени, мьшцах и костях соответственно 
в 480, 1120, 1120 и 650 раз выше. 


физиологического раствора поварен- 


Определение активности ФГИ в спинномозговой жидкости 
(150). Реактивы те же, что при методе ВодапзКу. 


Ход определения: 1,5 мл забуференного субстрата и 0,5 мл спинномозговой жидкости 
инкубируют при температуре 37,5? в течение 60 минут. Затем прерывают реакцию, при- 
бавляя 6 мл 30% НС!. Прибавляют 2 мл раствора резорцина, тщательно перемешивают 
и подогревают 15 минут при температуре 80°. По истечении этого срока пробы охлаждают 
и фотометрируют аппаратом Пульфриха с фильтром $50 и кюветами толщиной в 2 см. 
Холостая проба содержит смесь тех же компонентов, но без инкубации. Количество образу- 
ющегося Ф-6-Ф вычисляют на основании разности экстинкций холостой и исследуемой 
проб. Активность фермента, выраженная в единицах, равняется числу иг Ф-6-Ф, получае- 
мого при воздействии 0,5 мл жидкости на субстрат в продолжение часа, при вышеуказан- 
ных условиях. Активность фермента в биологических жидкостях, в физиологических 
условиях, равняется до 80 уг Ф-6-Ф. 


Весьма низкое количество белка в спинномозговой жидкости облегчает 
определение, так как нет необходимости осаждать белок перед определением 
Ф-6-Ф. Прибавление, по окончании инкубации, концентрированной соляной 
кислоты немедленно приостанавливает ферментативную реакцию. У жид- 
костей с большой активностью ФГИ, которые при инкубации с субстратом 
в продолжение 1 часа вызывают образование более чем 100 иг Ф-6-Ф, реко- 
мендуется повторить определение с жидкостью, разбавленной физиологи- 


ческим раствором поваренной соли, с учетом степени разведения при окон- 


чательном вычислении. В случае необходимости, можно также сократить 


срок инкубации. ти ФГИ по методу Вгипз и Н1азЪеге (39). 


Определение активнос 
Этот п представляет модификацию описанного способа ВодапзКу (27, 29). 
й 0,1 М, РН 7,8); 0,06 М раствор натриевой соли Г-6-Ф, 

и] А, т раствор трихлорукеусной кислоты; 0% ра- 

| ) ле; 30% соляная к м 

— я Е мины 1,0 мл вероналового рю я и НЕ ост ата ны - 

6 д Ея ани температуре 37°. Осаждают ее х ; г. В ой 

ео - от до К 2,0 мл фильтрата прибавляют 2,0 мл р: рар ор к 

Н я и НЫЕ в водяной бане при температуре 80°, охлаждают етри- 
. Подогре: = ы 

Руют ры 490 ми, сравнивая с холостой пробой. 
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3 Ф-6-Ф, образующегося при в 


еприведенных условиях. 
на субстрат в течение часа, в вышепр: ее артной криь ыы 
О ОА ни, Количество Ф-6-Ф находят по станд РтНОй Кривой, состав. 
К иАВы ея `'Ф-6-Ф или чистой фруктозы по способу, описанному вые 
ленной при помощи чи 


(стр. 18). 


3 

внялась в среднем 100 мм (74 

здоровых лиц ра р 

с ый м не влиял на результаты определений, 
мм3). Воз 


лом ММ 
Авторы выражают активность фермента числ 


АЛЬДОЛАЗА (АЛД) 


Аль ализирующим обратимую реакцию 
за является ферментом, кат 
Раныня фруктозо-1,6-дифосфата (ФДФ) на глицеральдегидфосфт 


и дигидроксиацетонфосфат (127). 
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Этот фермент широко распространен в животных тканях; особенно большое 
количество АЛД. встречается в мыш 


тах. Кристаллы миогена А, полученные 


Наличие дигидроксиацетонфосфата необходимо для действия фермента; 
глицеральдегидфосфат может быть замещен 


в реакции синтеза рядом других 
альдегидов — глицеральдегидом, формальдегидом, ацетальдегидом и ДР. 
(128). Конденсация альдегидов из 


кс- 
преобладает конденсация, при повышении температуры, наоборот, про’ 
ходит сдвиг равновесия в 


й распад 
:: аОН, происходит полный а 
ь осфотриоз на орто юсфат и моло’. 
кислоту; при тех же условиях ФДФ не изменяется. екрофотонстричесяй 
метод определения активности АЛД был впервые применен \УагРиге- ов- 
метод состоял в измерении роста экстинкции при 340 ми, в связи с Вос. 

М> 

держащей ФД, НАД, избыток глицеральдег 
овУую кисло 
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этого эфире 
ется часть : 
тозы по мет 
(174). Конц 
раствора < 











егрическом ес фосфотриоз, образующихся в ходе ре- 
акции, при помощи ©, -динитрофенилгидразина. Это соединение образует 
7: фосфотриозами НААрАБРНЫЕ, колориметрируемые в щелочной среде. На- 
пичие в реакционной среде гидразина, связывающего фосфотриозы и тор- 
мозящего фосфотриозо-изомеразу, вызывает сдвиг равновесия ферментатив- 
ной реакции в сторону расщепления ФДФ, а также обусловливает образо- 
вание обеих триоз в равном количестве. 

Определение активности альдолазы нашло применение при дифференциаль- 
ной диагностике болезней печени, и особенно при распознавании эпидемичес- 
кого гепатита, в ходе которого активность фермента увеличивается в среднем 
в 17—20 раз (38, 40). Помимо того, исследование активности альдолазы имеет 
некоторое значение в диагностике новообразований, особенно рака предста- 
тельной железы (12, 175), прогрессирующей мышечной дистрофии (ЕтЬ) (93), 
инфаркте миокарда (177, 198), правожелудочковой недостаточности (152) 
и других (153, 164). 

Определение активности альдолазы (АЛД) по методу Вгипз (41). 

Принцип: этот метод является модификацией способа 51Ыеу и Геипеег 
(174), который заключается в колориметрическом определении количества 
фосфотриоз, образующихся при инкубации фермента с фруктозо-1,6-дифосфа- 
том (ФДФ), с использованием цветной реакции с 2,4-динитрофенилгидра- 
зином. 


Реактивы: 1) 0,06 М раствор натриевой соли ФДФ — ее получают из бариевой соли 
этого эфира путем осаждения бария сернокислым натрием. Ввиду того, что при этом теря- 
ется часть эфира, окончательную концентрацию раствора проверяют определением фрук- 
тозы по методу Вое (168), принимая, что 1 моль ФД соответствует 0,525 моля фруктозы 
(174). Концентрацию ФДФ в растворе определяют также анализом фосфора. Гидролиз 
раствора ФДФ в 1Н Н,$О, освобождает в течение 10 минут 37% фосфора, а в течение 
часа 67% фосфора. Раствор доводят до РН 7,4 и хранят в холодильнике с несколькими 
каплями толуола. Годность раствора 2—3 недели. 

2) 0,56 М раствор гидразина — сульфат гидразина доводят до рН 7,4 при помощи МаОН, 

3) 0,002 М раствор йодацетата, РН 7,4, 

4) раствор 2,4-динитрофенилгидразина — 250 мг вещества растворяют в 250 мл 2Н НС!, 

5) 10% трихлоруксусная кислота, 

6) 0,75 Н раствор МаОН, 

7) 0,1 М коллидиновый буфер (2,4,6-триметилпиридин) рН 7,4. 

Растворы гидразина, йодацетата и коллидиновый буфер можно смешивать в следующих 
пропорциях: 100 частей коллидинового буфера, 25 частей гидразина, 25 частей йодацетата 
и 25 частей дистиллированной воды, а затем употреблять как один реактив. Однако, наш 
личный опыт указывает на то, что можно определять активность фермента в сыворот- 
Ке и без йодацетата, 

Ход определения: инкубируют в водяной бане, при температуре 37°, в течение 60 
минут, 1,75 мл смеси растворов коллидина, гидразина и Йодацетата, 0,25 мл ФДФ и 1 мл 
сыворотки. Реакцию останавливают 3,0 мл трихлоруксусной кислоты. Смесь фильтруют 
или центрифугируют. К 1,0 мл фильтрата прибавляют 1,0 мл 0,75 Н МаОН и ставят на 10 
минут. В щелочной среде происходит отщепление фосфора от фосфотриоз, а свободные 
триозы дают более стойкое окрашивание, чем их эфиры. Затем добавляют 1,0 мл 2,4-дини- 
трофенилгидразина и подогревают в водяной бане, при температуре 37°, в течение 10 минут. 
Доводят пробы 0,75 Н МаОН до объема 10 мл и колориметрируют при 540 мы (553), сравни- 
Вая с холостой пробой, которая подвергается той же процедуре, но ФДФ прибавляют по- 
сле осаждения белка. Фотометрируют не раньше 3 и не позже 15 минут после появления 
окрашивания, так как в это время окрашивание наиболее интенсивно и постоянно. 

За неимением химически чистых фосфотриоз метод стандартизируют используя щелоче- 
лабильный фосфор из фосфотриоз, образующийся в ходе ферментативной реакции. В 1 мл 
Трихлоруксусного фильтрата определяют количество щелочелабильного фосфора. Если на 
Координаты нане сти число иг фосфора в 1 мл трихлоруксусного фильтрата против реакций 
Экстинкции для одного и того же количества раствора, после проведения цветной реакции 
на триозы, получается кривая, по которой можно вычислить активность в исследуемой 
пробе, учитывая при этом следующую зависимость: 

1 рмоль ФДФ = 22,4ммз = 2 имоля фосфотриоз = 2 имоля щелочелабильного фосфо- 
Ра = 62 иг щелочелабильного фосфора. 
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з ФДФ, расщепленного 1 
му м › мл 
ст ажается авторами В М СЫво- 
Активность ВЫР . Активность сыворотки у здоровых 


аса, в данных услов 
тки в течение часа, 4 нм ФДФ (3,0—8,0). Эритроциты содержат на. 


5 
Ц составляет в среднем : 
т больше фермента, чем сыворотка; поэтому гемолизированная сыворотка 


непригодна для анализа. При указанных ие а фермента 
пропорциональна количеству сыворотки и прод ЕВ инкубации, 
В вероналовом буфере активность несколько меньше, ч коллидиновон 
Фосфатный и боратный буфера тормозят фермент. У большинства животных 
активность альдолазы в сыворотке выше, чем у человека. Так у крысы 
вность альдолазы в сыворотке в 8 раз, а у кролика и мыши соответствен- 

ов 10 и20 раз выше, чем у человека. 

Веск (16) рекомендует чистый глицеральдегид в качестве стандарта при 
определении активности альдолазы. Продление времени подогрева динитро- 
фенилгидразонов до 60 минут уравнивает экстинкции обеих триоз, являющи- 
хся продуктами реакции. Готовят раствор глицеральдегида, содержащий 
50 мг вещества в 10 мл Н.О и оставляют его на 2—4 дня при комнатной тен- 
пературе для деполимеризации. 1 мл этого раствора, разбавленный в отно- 
шении 1 : 25 дает раствор, содержащий 2,22 имоля/мл. Пробы этого раствора 
подвергают полной процедуре определения активности АЛД. 

Можно также определять активность АЛД. двумя спектрофотометрическими 
способами. В методе \/агбиге и СЫлзНап (208) пользуются инкубационной 
смесью из ФДФ, НАД, арсената (М,НАЗО, - 7Н.О) и к й 

о ристаллической О-3- 

-глицерол-фосфат-дегидрогеназы в избытке. Образующийся в ходе фермен- 
тативной реакции О-3-глицерофосфат окисляется в 3 инет 
кислоту по следующей схеме: о 


О-3-глицеральдегидфосфат НАД 
Н 
—3-фосфоглицериновая кислота А, 


Прирост экстинкции 
при 340 ми является мерой активности фермента. 
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имеются ферменты, препятствующие р 
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хе и неоплазматических метастазах в печени ферментативная активность 
В сыворотке также отсутствует. Иногда встречается небольшая активность 
при циррозе печени. 
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фруктозо-1-фосфат 


Появление фермента в сыворотке представляет, по всей вероятности, 
более верный признак поражения печени, чем результаты определения актив- 
ности обыкновенной альдолазы, которая в силу своего распространения во 
многих транях изменяется при многих других заболеваниях. 

Активность АЛД-Ф-1-Ф можно определять по методу Зеу и Гебшаеег 
по которому определяют активность обыкновенной альдолазы (174), причем 
вместо ФДФ берут Ф-1-Ф. \У/оЁ и сотр. (216) применили для определения 
активности фермента спектрофотометрический метод. Прибавление фермента 
Вагапо\ $ и НАД-Н, к реакционной среде вызывает восстановление про- 
дукта альдолазной реакции дигидроксиацетона в «-глицерофосфат. Уменыше- 
ние экстинкции при 340 ми является мерой активности фермента. 

Определение активности АЛД-Ф-1-Ф в сыворотке (216). 

Реактивы: 

1} НАД-Нь:100 мг вещества растворяют в 10 мл МаНСО,, рН 7,6. 

2) раствор Ф-1-Ф: 1,8 г бариевой соли Ф-1-Ф (Воебнаеег) растворяют 
ке мл воды, барий осаждают сернокислым натрием и доводят объем до 

мл. 

3) суспензия кристаллической а-глицерофосфат-дегидрогеназы. 


Ход определения: отмеривают в кювету спектрофотометра 1,8 мл сыворотки и сводят 
К нолю экстинкцию прибора для этой пробы. Прибавляют 0,05 мл раствора НАД-Н,, 
так, чтобы экстинкция повысилась приблизительно до 1,2. Инкубируют 15—20 минут при 
температуре 25°. Прибавляют 40 иг фермента Вагапоуз и 0,2 мл Ф-1-Ф. Ждут еще 5 
минут и определяют время, необходимое для изменения экстинкции на 0,1. Для нормальной 
сыворотки это время не короче 60 минут. В этих условиях Е изменяется на 0,1, что обу- 
словлено наличием остатков пирувата и других восстанавливающихся соединений в сыво- 
ротке. При наличии АЛД-Ф-1-Ф, т.е. при поражении печени, время, необходимое для 


этого процесса, значительно сокращается. 


ГЛИЦЕРАЛЬДЕГИДФОСФАТ-ДЕГИДРОГЕНАЗА (ГАФД) 


Этот фермент катализирует окисление Р-глицеральдегид-3-фосфата, при 
Участии НАД в качестве кофермента. Необходимо также наличие неоргани- 
Ческих фосфатов, в присутствии которых окисление альдегида сопряжено 
< переводом неорганических фосфатов в органические соединения фос- 
ры Продуктом реакции является Р-1,3-дифосфоглицериновая кислота 

› 143) 
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Т-глицеральдегид-3-фосфат Р-1,3-дифосфоглицериновая к-та 
связь имеет характер ангидрида и отли. 
Затем фосфатный остаток этой кислоты 
переносится посредством фосфоглицеринаткиназы на АДФР и образует АТФ 

Фермент был изолирован в кристаллической форме из мышцы Кролика 
(56) и содержит стойко связанный НАД. В этой связи вероятно участвую 
группы $Н. Йодацетат и парахлорбензоат ртути сильно тормозят же, 

Определение активности ГАФД состоит в измерении роста экстинкции 
—:- 340 ми в системе, содержащей Ш-глицеральдегид-3-фосфат, НАД и арсе- 

‚ по мето 

а о ие У/агБиго (203). Реакция проходит в соответ- 


О-глицеральдегид-3-фосфат + НАД + Н.О -> 3-фосфоглицериновая 
кислота + НАЛ.Н + Н+ 


По мн й 
ме ты реакция непригодна для определения активности 
благодаря наличию в Ри. так как НАД-Н, входит во вторичные реакции 
поу7зК1. Активность НЫЙ триозофосфатизомеразы и фермента Вага- 
методом по 3-фосфоглицерино ‘определяют также спектрофометрическим 
АТФ и фосфоглицерин: риновой кислоте в системе, содержащей НАДН, 
церинаткиназу в избытке (ФГК). Реакция идет по схехе: 


ГАФД 


Новообразующаяся фосфорная 
чается высокой энергетичностью. 


З-фосфоглицериновая кислота +АТФ + НАД.Н.Н+ 
= Р-глицеральдегид-3-фосфат +НАД+АДФ+Н ‚20. 


Скорость 

уменьшения экст: 

активности фермента. Е, при 340 ми в этой системе является мерой 
находится в сыворотке (170, 122). У здоровых 


0 ы 

и Вёспег в [ мл сыворотки (0,01— 

т, рмента на сегодняшний день мало разр” 
ружен при эпидемическом гепатите. 
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При помощи спектрофотометрии можно определить активность фермента, 
именяя О-глицеральдегид-3-фосфат в качестве субстрата и прибавляя 
и глицерофосфат-дегидрог еназу в избытке. Схема реакции: 


триозофосфатизомераза 
О-глицеральдегид-3-фосфат + НАД.Н + н+ _"Ри°офосфатизомерава _ 
-глицерофосфат-дегидрогеназа 

Е —> я-глицерофосфат-+ НАД 

Скорость понижения экстинкции при 340 ми является мерой активности 
фермента. 

Триозофосфатизомераза находится в сыворотке (122, 126). Ее активность 
повышается при эпидемическом гепатите. Диагностическое значение этого 
фермента для других патологических состояний пока еще не изучено. 





и дигидроксиацетонфосфат - 





в-ФОСФОГЛИЦЕРОЛ-ДЕГИДРОГЕНАЗА, ФЕРМЕНТ ВАКАМОУ/З$ КГ, 
ГЛИЦЕРОФОСФАТДЕГИДРОГЕНАЗА (ГДГ) 


Этот фермент катализирует при участии НАД-Н, обратимую реакцию 
восстановления дигидроксиацетонфосфата в Г.-глицерол-а-фосфат. Ферменг 
был изолирован в кристаллической форме из мышщы кролика Вагапоу'з К! (15). 


ОН он 
га 24 
СН.—О—Р=О СН,—О-Р=О 
© 
=0 он + нАд-н + н* — нбон ОН +НАД 
Н.ОН * СН.ОН 
дигидроксиацетонфосфат Г.-глицерол-#-фосфат 


При нейтральном РН, константа равновесия реакции составляет около 
10; это значит, что реакция практически проходит полностью вправо, в сто- 
рону восстановления дигидроксиацетонфосфата. в глицерол-а-фосфат. При 
РН около 10 ис помощью веществ, окисляющих НАД-Н, или связывающих 
образующийся дигидроксиацетон (гидразин) можно добиться окисления 

глицерол-х-фосфата и восстановления НАД. 

Есть еще один фермент, окисляющий Г.-глицерол-а-фосфат без участия 

ДД, связанный с митохондриями клетки и цитохромной системой (82). 
тивность ГДГ определяется спектрофотометрически по Вагапомз Е (15), 
путем вычисления понижения экстинкции при 340 ми в ходе реакции, пред- 
ставленной в вышеприведенной схеме. Фермент ГДГ находится в сыворотке 
(122, 170). У здоровых лиц его активность равна в среднем 0,12 единицы 
ВбсНег в 1 мл сыворотки (0,05—0,21). Атеи8 и сотр. (ба) рекомендуют сле- 
Дующий состав инкубационной смеси для определения активности фермента 
В сыворотке: 2,6 мл буфера Тиз (0,1 М, рН 7,4), 0,1 мл НАД-Н, (80 мг 
9% препарата в 10 мл дистиллированной воды), 0,2 мл сыворотки в разве- 
дении 1:5, Реакцию пускают в ход прибавлением дигидроксиацетонфосфата 

(Воевипрег) в концентрации около 0,005 М. 
} 1овпег (80) определял активность фермента в сыворотке при помощи следующей сис- 
“ны: 1,0 мл триэтаноламинового буфера М/20 рН 7,4, 1,0 сыворотки, 0,05 мл смеси дигидро- 
исиацетонфосфата и глицеральдегидфосфата, 0,1 мл а (6 мг/мл). Объем смеси до- 
водят ВОДОЙ до 3 мл. Толщина измерительной Ст см, рта 25°, отсчет А. 
туре оцри 366 ми. Буфер, сыворотку и НАД-Н, инкубируют с водой в кювете при темпера- 
а ны 25°, при этом проходят неспецифические реакции с расходом НАД-Н, . Затем вводят 
Зо и отсчитывают изменения Е каждые 60 рее ‚Для вычисления активности поль. 
субст^ ОТСчетами между третьей и седьмой минутами. Автор выражает активность в молях 

ата на мл сыворотки и час, при температуре 25°. 
Ц 
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-1,3-дифосфоглицериновая кислота Ш-3-фосфоглицериновая кислота 


В кристаллической форме фермент был получен ВйсВег и сотр. (45) из 
дрожжей. Подобно другим киназам, и этот фермент нуждается в ионах Мз** 
в качестве активатора. 

Активность фермента можно ‚определить спектрофотометрически путем 
измерения восстановления НАД в системе, содержащей Ш-3-глицеральде- 
гидфосфат, неорганические фосфаты, АДХ, НАД и глицеральдегидфосфат- 
дегидрогеназу в избытке. Можно также измерять активность фосфоглице- 
раткиназы в ходе обратной реакции, исходя из О-3-фосфоглицериновой 
кислоты в. качестве субстрата. В сыворотке здоровых лиц активность фос- 
фоглицераткиназы весьма невелика или полностью отсутствует (122). 


ФОСФОГЛИЦЕРОМУТАЗА (ФГМ) 
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вых лиц ферментативная активность мала или полностью отсутствует 
122). Изменения активности фермента при разных патологических состояниях 
— недостаточно выявлены. 


ФОСФОПИРУВАТ-ГИДРАТАЗА (ЕНОЛАЗА) 


Этот фермент катализирует обратимое превращение 2-фосфоглицериновой 


кислоты в фосфоенолпировиноградную кислоту, причем отщепляется мо- 
лекула воды (ИЛ, 131, 132). 


о=с он он о-с—он он 
| а Енолаза | -@ 
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2-фосфоглицериновая кислота фосфоенолпировиноградная кислота 


Для превращения фермента в активную форму необходимо участие ионов 
Ма", Мп" или 0п**. Торможение гликолиза фторидами происходит путем 
подавления активности енолазы. Механизм тормозящего влияния фторидов 
на фермент выяснен \УагФигв и СБ5Чап как образование комплекса Ме-Е-РО.. 
Те же авторы получили фермент в форме кристаллической соли ртути. 
Осаждение ртути в виде сульфида полностью восстановляет активность 
фермента (205). 

Определевие активности енолазы производится по методу \УагБиге и СЬ15- 
бал (204). Он основан на том, что фосфоенолпировиноградная кислота сильно 
поглощает свет при 240 ми, а 2-фосфоглицериновая кислота практически не 
поглощает света при этой длине волны (46). У чеочищенных препаратов 
фермента активность енолазы определяют спектрофотометрически при 340 ми, 
исходя из 2-фосфоглицериновой кислоты и прибавляя ферменты, доводящие 
продукты реакции до молочной кислоты. 

Енолаза находится в сыворотке человека; ее физиологическая активность 
равняется приблизительно 0,17 единицы ВасВег в мл (0,01—0,33). Активность 
фермента повышается при эпидемическом гепатите (170). 


ПИРУВАТКИНАЗА (ПК) 


Этот фермент катализирует перенос фосфатного остатка с фосфоенолпиро- 
виноградной кислоты на АД с образованием АТФ и пировиноградной 


кислоты, согласно уравнению: 


соон он ради 
6 + АДФ << С=О + АТФ 
| 
6 з “он СН. 
фосфоенолпировино- пировиноградная 


градная кислота кислота 


Равновесие реакции смещено в сторону образования АТФ. Необходимым 
Условием активности фермента, изолированного из мышцы, является при 
Сутствие наряду с ионами К+\, ионов М8" (156). Молекулярная масса 
авы кролика составляет 230000, оптимальный РН 8,5. АТФ тормозит 

ермент е 

р: а В в сыворотке определяют спектрофотометрически 
путем сопряжения реакции с лактатдегидрогевазой и восстановленным ни- 
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: бразующаяся в ходе реа 
ом (НАД-Н,). Образу ии 
котинамидаденивдинуклеотитом в присутствии НАД-Н, вн. 
пировиноградная кисл шения Е при 340 ми является мерой актив. 


ны ь 
бе ержаен. сы одни в человеческой сыворотке (170, |2. 
ности . 


195). ровых лиц среднюю активность равной 


я 7 здо 
о РО ен 


активности фермента в сыворотке инкубациов. 
применили для вн Бег и сотр. для определения ПК в тканях (47) 
ое АИЫ 04 М АДФ, 78х10 Мы = 
Она содержит 14х104 М НАД-Н,, 2,3 Х1 и фо. 
ая Ч 8,0 х10-8 М сернокислого магния, 7,5% 
фоенолпировиноградной кислоты, 8; › | 
х10-3 М КС, 0,035 г лактатдегидрогеназы на литр, триэтаноламиновый ] 
буфер — НА М/20, рН 7,5. Реакцию пускают в ход введением 0,5 мл сы. | 
воротки. 4 к. 
Сыворотка не теряет активности в течение 4 часов при комнатной темпера. 
туре. За 24 часа хранения сыворотки в холодильнике ее активность понижалась 
на 40%. Возможно, что сыворотка содержит ингибиторы ПК, так как при- 
бавление к сыворотке мышечного фермента уменьшает активность последнего. 
В связи с постоянным наличием в сыворотке пировиноградной кислоты, 
после введения сыворотки для пуска ферментативной реакции ждут 5—7 ми- 
нут прежде, чем приступить к отсчитыванию результатов. Авторы обнару- 
жили у 20 здоровых лиц среднюю активность 62.3 единицы по то еж 
(32,8—103). В отличие от остальных гликолитических ферментов, активность 
ПК уменьшалась у 60% больных эпидемическим гепатитом (170). Не было 
также существенной разницы между активностью фермента у здоровых по 
сравнению с активностью у 53 больных новообразованиями (195). 


ЛАКТАТДЕГИДРОГЕНАЗА (лдг) 


Этот фермент катализирует обратимую реакцию восстановления пирови- 
ноградной кислоты в молочную кислоту при участии НАД-Н,: 





в. соон 
| 
ВИ + НАДН + н+ < носн + НАД 
СН, (н, 
пировиноградная Т.-молочная 
кислота кислота 


ь ‘агировать с НАДФ в качестве кофе? 
Сеткаток ртути происходит медленная ой 
иле 0 т Ни пою бое 
Ве молекулярная масса равна 1400 (а, и ме 

к ТИ 
для ЛДГ миокарда 100:60:3. “НАД р еинтириди-НАД Е 
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ДГ оказалась негомогенным ферментом. Уже МеЦапа$ (144, 145) обнаружил 
в сердечной мышще две электрофоретически отличные фракции с активностью 
ЛЛГ. В сыворотке было найдено несколько белков, обладающих каталити- 
ческими свойствами этого фермента. УезеП и Веаги (196) показали, что при 
электрофорезе белков сыворотки здоровых лиц 48% активности ЛДГ сыво- 
ротки движутся с фракцией а,-глобулинов, 33%, активности — между @.-гло- 
булинами и альбуминами, а 19% активности были обнаружены во фракции 
В-глобулинов. Кроме того, были найдены еще две небольшие фракции с актив- 
ностью ЛДГ, движущиеся с у-глобулинами. Итак в общем было обнаружено 
в сыворотке 5 разделимых пиков активности ЛДГ, причем американские 
авторы нумеруют их по очереди от 1 до 5, от самой медленной до самой быстрой 
фракции (197). 


Электрофоретическое разделение ЛДГ в экстрактах из человеческих тканей 
в % к общей активности, по УезеЙ и Веага (197) 

















Число 
Ткань исследова- | Пик 1 Пик 2 Пик 3 Пик 4 Пик 5 

ний 
Сердце 8 342,5 |`24а-447 735,6 
Почки 8 2- 2,9 | 118,1 455,2 426,9 
Печень 8 379,6 | 24-11,9 | 2747,2 88,9 46,6 

Скелетные мышцы Ч 788,9 | 17- 8,6 5+4,2 

Гемолизат 1-Е 1,8 | 1242,9 44--4,3 432,2 
Лейкоциты 6- 3,6 | 3361 495,1 1243,6 


Систематическую работу по вопросу дифференцирования ЛДГ провели 
УЛеапа, РЯеаетег и сотр. Они показали, что разные органы одного и того 
же животного содержат по нескольку белков с активностью ЛДГ (212). Кри- 
сталлические препараты ЛДГ, полученные из одних и тех же органов разных 
животных различны между собой; то же касается ЛДГ, полученных из раз- 
ных органов одного и того же животного (159). Следовательно, существует 
не только видовая специфичность данного фермента, но и специфичность по 
органам. Отдельные ферменты отличались друг от друга не только подвиж- 
ностью при электрофорезе, но и степенью тормозимости сульфитными ионами, 
оптимумом насьшщения фермента субстратом, а также оптимумом рН. Суль- 
фитные ионы сильнее тормозили белки с более низкой изоэлектрической 
точкой, иначе говоря, быстродвижущиеся фракции (213, 214). 

Согласно приведенной таблице, большая часть активности ЛДГ накапли- 
вается в мышце сердца и в почке в пределах пиков 5 и 4, т.е. она принадлежит 
к быстродвижущимся фракциям. Подобными свойствами обладает ЛДГ, 
изолированная из мозга (160). В скелетной мышце большая часть активности 
находится в первой, т.е. в самой медленной фракции; также дело обстоит 
и с печенью. Гладкие мышцы, яички, хрящ, легкие, селезенка, вилочковая 
железа, предстательная железа и щитовидная железа имеют свой максимум 
активности в 3 фракции, с легким сдвигом в сторону фракции 4 и 2. В экстрак- 
тах из лейкоцитов самая высокая активность была обнаружена у фракции 4, 
а в гемолизатах — у4и5. 

Для клинических нужд существенное значение имеет факт, что рост актив- 
ности лдг, наблюдаемый при разных заболеваниях, связан со сдвигом 
Электрофоретического разделения активности ЛГД. в сыворотке. При пато- 
логических состояниях наблюдается распределение активности ЛДГ в сыво- 
Ротке приближающееся к электрофоретическому распределению ее в патоло- 
гически измененном органе. - 
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фаркте миокарда происходит избирательное повышение актиь. 
к: ны + ы сыворотке в области пиков с ПОДВИЖНОСТЬЮ, соответ, 
ности ферм 


ы “глобуливам. Это явление сходи Ва орАСпределением актив. 
ющей я- и @-глобу. При некоторых лейкозах имеет место уве; 
ности фермента в мышие Са в диапазоне фракции а.-глобудино 
чение активности ЛДГ де мента в лейкоцитах (196). в, 
что соответствует активности фер ях бета и гамма глобулинов при эпидь 

оетникиинности ДГ во фра ением активности фермента в а 
ческом гепатите совпадает с распредел ной дистрофии наблюдае о 

й ткани. При прогрессирующей мышеч дистр дается рост 
о - и а-глобулинов (166). Распределение актив. 
активности во фракциях ь фференцировани 
ности ЛДГ послужило также основанием для диффер р я между 
темолитической желтухой и желтухой печеночного происхождения. При 

й атируется сходство распределения активности 
гемолитической желтухе констатиру. Г И 
ЛДГ в сыворотке с распределением активности ЛЛГ в эритроцитах, то есть 
в пределах пиков 4 и 5. Это распределение отличается от распределения при 
гепатогенной желтухе (пик 1) (218). 

Явление, характерное для ЛДГ, которое состоит в том, что в разных орга- 
нах имеются разные ферменты с одинаковыми каталитическими свойствами, 
или же в том, что в одном и том же органе встречаются разные ферменты 
с одинаковой специфичностью, получило название (МагКеге и МоПег) „изо- 
зимии“, а соответствующие ферменты были названы „изозимами“ (115). Из 
приведенных выше примеров следует, что определение изозимов в сыворотке 
значительно повышает диагностическую специфичность ферментативных 
тестов для сыворотки. 

Биологическое значение феномена изозимии до сих пор не выяснено. Рас- 
пределение активности ЛДГ в разных тканях не связано с экто-, мезо- или 
энтодермальным происхождением последних. Полагают, что ткани с большой 
потребностью в кислороде, как сердце, почки, мозг содержат большую часть 
активности ЛДГ в быстродвижущихся фракциях 4 и 5. Метаболизм этих 
тканей в случае дефицита кислорода быстро падает. Наоборот, скелетная 
ры: мс в которой содержится в медленных ри, 
и сотр. (160) а а работе в анаэробных условиях. Ре! =: 
ве а к ании на| людений, пришли к заключению, что в опух ы 

ы симо от происхождения, максимум активности обнару 


живается во фракциях | и 2, или в ме нае 
летной мышще. При асцитном дленных фракциях, так же как и 


тельно во фракции 1. м раке (ЕБтнсв) активность наблюдается исключи” 
Исследование 


. БЫ. ; 
ворота про ли получены антитела против ЛДГ сердца и ем 
мент, а также сильно тормозила печеночный Фе; 
‘ну 
ю ТОР” 

аки’ 
а также ферменты из т сие. 
и лишь в незначительно 
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пени подавляла активность ферментов из скелетных мышц и печени. Поль- 


зуясь такой сывороткой, можно было до известной степени дифференциро- 
вать происхождение ЛДГ в сыворотке (148). 

В определенных условиях ДЭАЭ-целлюлоза (диэтиламинэтилцеллюлоза) 
связывает ЛДГ сердечного происхождения (с ЛДГ из почек и эритроцитов 
включительно), но ЛДГ печени (а также ЛДГ скелетных мыши) остается 
в растворе. Следовательно, по этому методу можно дифференцировать ЛДГ 
с точки зрения ее тканевого происхождения. Метод состоит в определении 
разницы активности пробы сыворотки до и после воздействия на нее ДЭАЭ- 
целлюлозы (90). Повышение активности ЛДГ сыворотки наблюдалось при 


инфаркте миокарда, при остром гепатите, злокачественных опухолях, зло- 
качественном малокровии и др. 


МЕТОДЫ ОПРЕДЕЛЕНИЯ АКТИВНОСТИ ЛДГ В СЫВОРОТКЕ 


Спектрофотометрический метод по \Утоемз Е и Га Рие (219). 
Принцип метода заключается в измерении скорости уменьшения экстинкции 
НАД-Н, при 340 ми во время реакции превращения пировиноградной 
кислоты в молочную. Подобный метод был применен НИ (91). 


Инкубационная смесь имеет следующий состав: 2,4 мл фосфатного буфера 0,1 М, рН 7,4, 
0,1 мл сыворотки и 0,1 мл раствора НАД-Н, (2,5 мг/мл). Компоненты смешивают и оста- 
вляют на 20 минут. Реакцию начинают, прибавляя 0,1 мл раствора пирувата натрия (2,5 
мг/мл). Окончательный объем инкубационной смеси должен равняться 3 мл. Фотометри- 
руют при 340 ми. и температуре 24—27°. Активность выражается в единицах по \тбЫезз К 
(см. стр. 141). У 161 здоровых лиц активность колебалась от 260 до 850 единиц, в среднем 
470 + 130 единиц. Не было обнаружено падения активности ЛДГ при хранении сыворотки 
в течение недели в холодильнике. Оксалатная плазма оказалась менее активной, чем гепа- 
риновая. Голодание не оказывало влияния на активность фермента. У одних и тех же 
лиц при ежедневном исследовании были обнаружены колебания активности ЛДГ до 30%. 

Спектрофотометрический метод И1пшегтапи и сотр. (222). Метод состоит 
в определении скорости реакции при 340 му. при превращении лактата в пируват. При 
РН 10 равновесие реакции смещается в сторону превращения лактата в прируват. Мерой 
активности является скорость роста Е при 340 м. Инкубационная смесь состоит из: 0,1 мл 
сыворотки, 0,1 мл НАД 0,02 М, 2 мл глицинового буфера 0,1 М, РН 10,0, 0,5 мл 0,5 М 
ОТ-лактата и 1,0 мл дистиллированной воды. Время инкубации 30 минут, темпера- 
тура 37°. Реакцию прекращают, погружая пробы в кипящую водяную баню на 3 мину- 
ты и спектрофотометрируют при 340 му, сравнивая с холостой пробой. Авторы выра- 
жают активность в имолях образующегося НАД-Нь, на 100 мл сыворотки. У здоровых 
лиц активность равнялась в среднем 181 единиц (80—250). 





Колориметрический метод определения активности ЛДГ по 
СаЪаи4 и \/гоежз К: (50). В присутствии НАД-Н, фермент восстановляет 
пируват в лактат. Метод состоит в определении непрореагировавшей пиро- 
виноградной кислоты при помощи 2,4-динитрофенилгидразина. Это соеди- 
нение образует с пировиноградной кислотой гидразон, концентрацию которого 
можно определить колориметрически в щелочной среде. 


ы й раствор пировиноградной кислоты рН 7,8—8,0; 0,2 г 
ее акт ЕЕ колбе емкостью в 1 л, добавляют 10 г 
К,НРО, - ЗН.О и доводят водой до метки. Годность субстрата до двух недель и дольше, 
при условии хранения в холодильнике. 2. Раствор НАД-Н, , содержащий 10 мг веществ 
в 1 мл дистиллированной воды. Пользуются только свежеприготовленным раствором 
3. Раствор динитрофенилгидразина: 200 мг 2,4-динитрофенилгидразина растворяют в 85 мл 
цонцентрированной соляной кислоты и доводят до 1 литра дистиллированной водой 

. 0 ы. 
и. отмеривают в пробирку 0,1 мл сыворотки, разбавленной в про- 
порции 1:6 (спинномозговая жидкость не разбавляется) и добавляют 0,1 мл НАД-Н,. 
есь подогревают до 37°. Реакцию пускают в ход добавлением 1 мл смеси буфера с суб- 
Стратом, предварительно подогретой до 37°. 
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сакцию останавливают прибавлением 1 ы 
тнимают из бани и ставят на 20 оля 10 мло | 
азина. Пробы вы уют через 5—10 минут при 550 ми. При ты 
‚. 
яют определение, увеличивая разведение сыворотки Двое 
ЛДГ выше 2000 единиц и е сыворотки увеличивают. При ты 
г е 
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ение сыворотки. 
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0,1 о 
р 08 160 0,3 280 
з 0,6 120 0,5 640 
4 0,4 80 0,7 1040 
5 0,2 40 0,9 1530 
6 0,1 20 1,0 2000 


В каждую пробирку добавляют 1 мл раствора 2,4-динитрофенилгидразина, 
оставляют стоять на 20 минут, затем прибавляют 10 мл 0,4 Н МаОН, пере- 
мешивают и отсчитывают через 5—10 минут. Активность фермента в едини- 
цах наносят на координаты в зависимости от результатов колориметриро- 
вания. в 
Активность фермента в норме колеблется от 200. до 500 единиц. В спинно- „ 
мозговой жидкости она составляет 0—40 единиц. Вместо сыворотки можно с 
использовать гепаринизированную, но не оксалатную плазму, так как око 
латы» по-видимому, тормозят фермент. Следует избегать гемолиза, так как 
и о = в 100 раз выше, чем в сыворотке. 
лейкозах, НИЕ а ин фарке она 
мышечной дистрофии малокровии, болезнях печени, прогрессирующей 

> при злокачественных новообразованиях и др. 


Г-ИДИТОЛДЕГИДРОГЕНАЗА — 


Еще в 1914 году 

р 

раствором, содержащим сорбитол, что перфузия печени голодающей с0ба® 
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СОРБИТОЛДЕГИДРОГЕНАЗА (СДГ) 


фермент, катализирующий окисление 
а 6). Кроме окисления сорбитол ‹ 
тимое окисление Т.-идитола в Г.-сорбозу. 
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чента встречаются в печени и в почках. Остальные ткани практически не 
проявляют ферментативной активности. В физиологических условиях сыво- 
отка не содержит фермент. Появление фермента в сыворотке указывает 
поражение печени (76). 

Определение активности СДГ спектрофотометрическим ме- 
тодом СегасЬ (77). Проба состоит в измерении скорости понижения Е 
НАД-НЬ в системе, содержащей фермент и фруктозу в качестве субстрата. 
Отсчеты производятся при 366 или 340 ми. Инкубационная смесь состоит 
из: 0] мл раствора НАД.Н, (10 мг/мл), сыворотки до 1,0 мли 0,2 М триэта- 
ноламинового буфера с РН 7,4. Окончательный объем доводится до 3,0 мл. 
Реакцию пускают в ход добавлением 0,1 мл 40% фруктозы. Фотометрируют 
в течение 5—8 минут, через каждые 60 секунд, при температуре 24°. Пони- 
жение экстинкции в единицу времени пропорционально активности фермента. 
Ввиду присутствия в сыворотке тел, реагирующих с НАД:Н» (пировино- 
градная кислота) следует перед добавлением фруктозы отставить смесь на час, 
пока не прекратятся эти реакции. 

Автор рекомендует единицу активности, равную количеству фермента 
в 1 мл сыворотки, которое при объеме 3,0 мл, температуре 24° и толщине 
кюветы в 1 см вызывает изменение Е в течение 1 минуты на 0,001 при 366 ми. 
В сыворотке здоровых лиц активность фермента меньше единицы. Актив- 
ность повышается при эпидемическом гепатите. Нормальное или незначи- 
тельное повышение активности фермента встречаются при циррозе печени 
и механической желтухе. ЗсВбп и сотр. предложили метод определения 
активности СДГ в сыворотке, близкий описанному. По мнению авторов, 
фермент весьма чувствителен к ионам ртути и его полная ингибиция проис- 
ходит при концентрации 5х 105 М Н&СЁ.. У больного эпидемическим гепа- 
титом 80% ферментативной активности было локализовано в пределах 
7-глобулиновой фракции (171). 


ГЛЮКОЗО-6-ФОСФАТ-ДЕГИДРОГЕНАЗА (Г-6-ФДГ) 


Этот фермент катализирует окисление глюкозо-б-фосфата в б-фосфоглю- 
конат при участии НАДФ. Он был открыт У/агбиге и сотр. и назван „7мя- 
зспетегиепе“. Это первый из ферментов на пути т.н. пентозного цикла глю- 
козы. Дальнейшие исследования привели к открытию промежуточного про- 
дукта этой реакции. В настоящее время известно, что реакция от глюкозо-6- 
-фосфата до 6-фосфоглюконовой кислоты проходит в два этапа, по следу- 
ЮщЩей схеме: 

глюкозо-6-фосфат НАДФ -> 6-фосфоглюконо-д-лактон НА. ДФН,+ 
-+Н.О - 6-глюконовая кислота 


Активность фермента определяется спектрофотометрическим методом 
В системе, содержащей НАДФ, глюкозо-б-фосфат, буфер, хлористый магний 
и фермент (100). Сыворотка практически не проявляет никакой активности. 

акже у больных эпидемическим гепатитом только в исключительных слу- 
Чаях находят активность Г-6-ФДГ в сыворотке (170). 


ФОСФОГЛЮКОНАТДЕГИДРОГЕНАЗА 


Дальнейшее окисление 6-фосфоглюконовой кислоты катализируется ЕЕ 
цифической дегидрогеназой, коферментом которой служит НАДФ. ‚7 
ДУктом реакции является Р-рибулозо-5-фосфат (92): 


6-фосфо-Р-глюконат НАДФ -> О-рибулозо-5-фосфат--НАДФ <, +со, 


т 














Определение активности фосфоглюконатдегидрогеназы в с 
воротке по \/о15 01 и У ИШатз-АзЬтап (217). Определение актиВност, 
состоит в наблюдении скорости роста Е при 340 ми, во время Восстановления 
никотинамидадениндинуклеотидфосфата. 


Состав инкубационной смеси: 0,1 мл 0,5 М буфера Тт5 с рН 7,5, 0:05 мл 10 М створа 
М330,, 0,1 мл НАДФ 0,004 М в 0,15 М растворе МаС1, 0,1 мл 1% раствора Цистеина 
СРН 7,5 (нейтрализуют МаНСО., 0,6 мл 0,15 М МаС, 0,1 мл 0,01 М 6-фосфоглюконовой 
кислоты. Реакцию начинают добавлением 0,5 мл сыворотки. Холостая проба Содержит 
вместо раствора 6-фосфоглюконата 0,1 мл раствора МаС!. При температуре 25° отечиты. 
вают рост Е при 340 му. с 2—5 минутными интервалами в течение 12—30 минут. Активность 
вычисляют на основании отрезка кривой с кинетикой нолевого порядка и выражают 
в имолях образующегося НАДФ.Н, на 1 мл сыворотки в 1 час. Фосфоглюконатдегидро. 
теназа сыворотки теряет около 50% активности при температуре 4° в течение 4 дней. Актив- 
ность фермента в эритроцитах в 450 раз выше, чем в плазме — даже следы гемолиза за. 
метно влияют на результат определения. 


Активность фермента составляет в среднем у здоровых лиц 137-36 единиц 
(80—188). 


РИБОЗОФОСФАТ-ИЗОМЕРАЗА. (РФИ) 


Этот фермент катализирует реакцию изомеризации между О-рибулозо-5- 
-фосфатом (Ру-5-Ф) и соответствующей альдозой, т.е. О-рибозо-5-фосфатом 
(Р-5-Ф) (172). 


СН.оН 
| 
С=о 
| 
НСОН 


| 
нсон он 


и 
СН,—0-—Р=О 


он 
О-рибулозо-5-фосфат -рибозо-5-фосфат 
В состо о 750 
Р-5-Ф и 25 а при температуре 37° в растворе находится 72% 
как другие фосфорнокис 
нию при его участии. Ру-5- 
ным превращениям под вли 
-5-фосфат (8, 183). 


от метод 


с карбазолом по Пузсье (58). 
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ГА 


анчивают добавление реактивов по истечении 40 секунд. Возникает красно-фиолетовое 
крашивание с максимумом поглощения при 540 ми. Максимум окрашивания появляется 
через 3 часа пребывания в водяной бане, при температуре 37°. Пробы охлаждают и коло- 


етрируют при 540 му. Е. 
РЕ фермента выражают числом имолей Ру-5-Ф (1 имоль Ру-5-Ф = 230 уг Ру-5-Ф) 


образующегося при воздействии в течение часа 1,0 мл сыворотки на субстрат, при РН 7,5 
и температуре 37°. Приготовление стандарта для описанного метода представляет некоторые 
затруднения. Лучше всего было бы отсчитать количество полученного Ру-5-Ф по стандарт- 
ной кривой, составленной при помощи чистого Ру-5-Ф. Однако этот реактив довольно 
трудно достать. Стандартную кривую можно также составить следующим образом: наносят 
на координаты показания фотометра для количеств Ру-5-Ф, в реакционной смеси, при 
которых достигается состояние равновесия. Ввиду того, что в состоянии равновесия 
пропорция Р-5-Ф: Ру-5-Ф = 75:25, можно на основании исходного количества Р-5-Ф 
вычислить количество Ру-5-Ф, находящегося в смеси. 

Другим способом стандартизации метода является хроматографическое разделение про- 
дуктов реакции. В системе этанол-борная кислота (80% этанол с 0,64% борной кислотой) 
Р-5-Ф имеет В+ 0,23—0,27, а Ру-5-Ф — В+ 0,44—0,49. Оба эфира локализуют на бумажных 
хроматограммах и в части фильтрата определяют интенсивность реакции с карбазолом 
сравнивая с содержанием фосфора изолированного хроматографически сложного эфира; 
тем самым определяют количество Ру-5-Ф. 


Активность фермента у здоровых лиц в среднем равнялась 3,5 и„М Ру-5-Ф 
на | мл сыворотки в 1 час. Не обнаружено различий в активности в зависи- 
мости от пола и возраста. Эритроциты весьма богаты этим ферментом; актив- 
ность фермента в них в 1000 раз выше чем активность в сыворотке. Меньшей 
активностью фермента, чем эритроциты, отличаются почки, печень, миокард 
и скелетные мышцы. Термическая инактивация происходит при температуре 
выше 60°. Фермент находится также в спинномозговой жидкости. 

Вопрос активности РФФИ при разных патологических состояниях еще не- 
достаточно разработан. Автор метода наблюдал рост активности фермента 
в 2 случаях лимфосаркомы, а также у одного больного лимфогрануломатозом. 

РФИ эритроцитов зависит от наличия свободных ЗН-групи. Она сильно 
тормозится салирганом и парахлормеркурибензоатом. Торможение ликвиди- 
руется цистеином. Также фосфаты оказывают тормозящее влияние на фер- 
мент (2). Фермент насыщается субстратом при концентрации 0,01 М Р-5-Ф. 


ТРАНСКЕТОЛАЗА (ТК) 


Р-ксилулозо-5-фосфат (К-5-Ф) и О-рибозо-5-фосфат (Р-5-Ф) принимают 
участие в ферментативной реакции, состоящей в переносе кетольной группы 
—СО-—СН.ОН с одной молекулы на другую. Фермент, катализирующий эту 
реакцию, называется транскетолазой. 


сн,он сон ор 
| | 
со НСоН ты 
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Е “он он нсон он 
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он 
ы -5- Ш-глицеральдегид-3- О-седогептулозо-7- 
п и ны 65 -фосфат -фосфат 
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ужит тиаминпирофосфат, сильно свя 

реакции слу т 
`Донорами кетольных групп в ферментативной 
с молекулой кВ Вы пож Оедогештуловь 
ть я а  идроксипируват. Акцепторами кетольной 
тео фосфат как рибозо-5-фосфат, гликольальдегид, Г) 

экат разные альдегиды» р 
сы гид и О- или Т.-глицеральдегид-3-фосфат. 
ральде ТК определяют спектрофотометрическим методом путех Ч 

ое ализируемыми триозофосфат — изом | 
пряжения реакции с реакциями, кат а” еразой 
(ТИМ) и ферментом Вагапо\з Е (ГДГ) в присутствии НАД.Н.. Образующие. 

в ходе транскетолазной реакции Р-глицеральдегид-3-фосфат иЗомеризи, 
ВН посредством ТИМ в фосфодигидроацетон, который впоследствии вос. 
велся в д-глицерофосфат, благодаря присутствию ГДГ и НАДН, 
В такой системе скорость исчезновения полосы поглощения НАД-Н, пр 
340 ми является мерой активности фермента. 

Колориметрический метод определения активности транске. 
толазы по Вгипз и сотр. (44). Принции метода состоит в колориметриче- 
ском определении количества образующегося седогентулозо-7-фосфата по 
методу ПОузсве (59). Субстратом при этом методе служит О-рибозо-5-фосфат, 
вследствие чего собственно транскетолазной реакции предшествуют две 
другие ферментативные реакции: 


т Р. а рибозофосфатизомераза Ру- 5-Ф 


2. Ру-5-Ф Е О-ксилулозо-5-фосфат 


эпимераза 


3. Р-5-Ф-+-К-5-фетолиа, -седогептулозо-7-фосфат- 


Р-глицеральдегид-3-фосфат 


й Занных 

(4 ментом в этой ЫЙ 
Кофер акции 
Фосфат, 
г Руппы 


-Глице- 


По мнению автора метода, 
скорее, чем транскетолазная 
шающее значение для скоро 


первые лве реакции протекают во много раз 
реакция, следовательно, последняя имеет ре- 
сти образования седогептулозо-7-фосфата. 





5 мл 6; ф { с нкубируют 
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зате ант. Для 
определения седогептулозо-7-фосфата, Не ливают трихлоруксусную кислоту и фермент 
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лиза кислой оного эфира, после предварите” 
Фосфатазой картофеля. 






















Активность фермента выражают числом имолей С-7-Ф, образуемого при 
заданных условиях | мл сыворотки в | час 


У 15 здоровых лиц активность фермента составляла 0,049 (0,023—0;085). 
Оптимум РН фермента расположен при РН 7,4. Фосфатный буфер тормозил 
активность транскетолазы. Быстрее всего проходила реакция в сыворотке 
при температуре 50—55°, а в гемолизатах при температуре 45°. Автор наблю- 
дал некоторое повышение активности фермента в сыворотке при эпидеми- 


ческом гепатите и при уремии; в некоторых случаях сахарного диабета актив- 
ность транскетолазы была понижена. 


АМИЛАЗА (Ам) 


Амилаза была открыта одной из первых. Ее присутствие в слюне было 
описано уже в 1831 году (105). Затем фермент был обнаружен в крови, моче 
и поджелудочной железе. В последние годы поступили сообщения о полу- 
чении кристаллических препаратов я-амилазы из слюны человека (133, 141), 
а также из поджелудочной железы человека (63). х-амилаза встречается в жи- 
вотном и растительном мире. Она гидролизует &-1,4-гликозидную связь у та- 
ких полисахаридов, как гликоген и крахмал, а также продукты их распада. 
Фермент не действует на связи &-1,6, находящиеся в молекуле гликогена 
и амилпектина, в месте разветвления цепей. В резултате воздействия а-ами- 
лазы на упомянутые полисахариды образуются олигосахариды (декстрины), 
впоследствие разлагаемые на мальтозу и низкомолекулярные продукты 
с разветвленной цепью. 

В связи с тем, что &-амилаза действует на молекулу крахмала в ее середине, 
ее считают эндоамилазой. Вязкость раствора, на который действует фермент, 
быстро уменьшается; исчезает окрашивание, образуемое молекулой крахмала 
с раствором йода, зато восстановительная способность растет во время рас- 
пада. 

Помимо @-амилазы, в растительном мире существует В-амилаза. Она 
действует на молекулу крахмала со стороны  невосстанавливающего 
конца гликозидной цепи, отщепляя молекулу мальтозы; следовательно 
«-амилаза является экзоамилазой. И этот фермент атакует исключительно 
связь &-1,4 в полисахаридной цепи. Его действие прекращается у связей 
&-1,6, т.е. в месте разветвлений. В результате этого действия фермента обра- 
зуются высокомолекулярные „крайние декстрины › вязкость раствора по- 
немногу уменьшается, положительная реакция с раствором иода сохраняется, 
но в ходе реакции относительно быстро освобождаются восстанавливающие 
сахара. В-амилаза обязана своим названием тому, что фермент превращает 
молекулу крахмала в В-аномерную форму мальтозы. 5 Е 

«-Ам является слабокислым белком с изоэлектрической точкой между 

5.2 и с молекулярной массой около 50000. Кристаллическая амилаза 
РН 4,6 и5, обладает изоэлектрической точкой около рН 5,3. 
из человеческой слюны не менее одного грамматома кальция на моль фер- 
а-Ам содержит в молекуле еет существенное значение для активности фер- 
мента, причем этот ион ава фермент и предохраняют его от потери 
мента. Ионы кальция стабь влиянием протеолитических ферментов. Умень- 
активности и распада под ализа или инкубации с соединениями, связыва- 
шение активности после ди ы, цитраты, оксалаты или этил. а- 
ющими металлы, как Е ам далением кальция из фермента. 
уксусная кислота, объясняет ие а-Ам у млекопитающих является на_ 

Необходимым условием деят остигает полной активности при концен- 
личие хлористых ионов. Амилаза д 


трации 0,01 М ионов СГ. Цитраты ториозят, ферменты 
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«-Ам млекопитающих обладает оптимумом РН между 6,0 и 7.0. АМ 
веческой слюны активна при РН в пределах от 3,8 до 9,4, причем о 
действия находится при РН 6,9. Существенное значение для Деяте: и 
фермента имеет вероятно свободная аминогруппа и карбоксильная т 
в ферменте. ее 

Наиболее богаты амилазой поджелудочная и слюнные железы. Посто 
активность амилазы наблюдается в печени, мышечном соке, моче и ч 
ческом поте. Амилаза была также обнаружена в кале и женском молоке 
Большая часть Ам крови происходит, вероятно, из поджелудочной железы 
хотя не исключаются и другие источники, так как у собак с удаленной под. 
желудочной железой по-прежнему находили активность амилазы в крови, 
В случаях увеличения активности амилазы в крови ее источник следуе 
искать в поджелудочной железе, или, реже, в слюнных железах. Перевяза 
выводящего протока поджелудочной железы приводит к значительному росту 
активности Ам в крови в течение 24 часов. Подобное явление имеет место 
при перевязке слюнного протока. Максимум активности достигается через 
2—3 дня, после чего активность фермента медленно падает. Кристаллическая 
а-амилаза из человеческой слюны тождественна кристаллическому фермент, 
изолированному из поджелудочной железы (23, 24). Из 1500 мл слюны по- 
лучают около 150 мг кристаллической амилазы. 

Активность амилазы в крови, по-видимому, не зависит от пола исследуемых 
лиц, рода и времени приема пищи. В сыворотке новорожденных не наблю- 
дается активности амилазы ; она появляется лишь на втором или третьем месяце 
жизни и достигает в течение первого года жизни ребенка активности, харак- 
терной для взрослых. 

Определение активности амилазы в моче и в крови имеет диагностическое 
значение в первую очередь при остром панкреатите или закупорке выводящег 
протока поджелудочной железы, что приводит к повышению активности 
фермента в крови. Рост активности фермента наблюдается также при эпиде- 
мическом паротите (94, 88, 180, 54). Понижение активности амилазы в моче 
наблюдалось при нефрите. Понижение активности Ам в спинномозговой жид" 
кости было описано при сифилисе центральной нервной системы (113); ого 
по всей вероятности обусловлено уничтожением фермента бледной спиро” 
хетой. 

Методы определения амилазы основаны на разных принципах. Мерс! 
активности может быть например рост восстановительной способности РС” 
вора амилазы или амилопектина, изменение способности субстрата давать 
ый СА йода, а также уменьшение вязкости гай 
определения о еы и мировой литературе описано много ый 

ОЕ амилазы, основанных на упомянутых принц и 
ов сние активности амилазы сыворотки по \о вет и 
ДЕЬ ры ещев 1908 году, применяется по о, 

раториями. Однако, вследствие неточности этого м 


его следует считать только ориентировочным. 


яННая 
елове. 


активы 1) 0,9% раство 
в /о растворе Мас]. - 
АЕ В. р Перед употреблением раствор разбавляют десятикратно; 3) 
Ход анализа: в пробирку, 
пробирок с дальнейшими номе 


ы ‹ иала 
р хлористого натрия; 2) 1% раствор растворимого КР’, 


рами отмеривают по 1 мл 0,9% МаС!. Переносят 1 МЛ С иозз 


и ставят в водяную баню с темпе 
а, о 
бавляют, м 
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Он должен 


раствора окс 
Ход опр 
по 50 мл (ис 
пературой 37 
пробу не ин! 
добавляют 1 
доводят вод 
Расчет: 





Синее окрашивание указывает на наличие неразложенного крахмала. Для расчета берут ту 
пробирку» в которой разложился весь крахмал, то есть последнюю пробирку, не дающую 
реакции с йодом. 
Расчет: 
2 


мл неразведенной сыворотки 





единицы амилазы 


По этому методу, 1 единица соответствует количеству фермента, способному разложить, 
в условиях опыта, 1 мг крахмала до продуктов, не дающих реакции с йодом. 

Определение активности амилазы в моче производится подобным образом, однако, ре- 
комендуется вместо 0,9% МаС! пользоваться для разбавления фосфатным буфером М/15 
СРН 6,5, а в качестве конечного субстрата применять 0,1% раствор крахмала в 0,5% МаС1. 

Крахмальные субстраты, применяемые при этих методах, неустойчивы, и даже при 
условии хранения с каплей толуола их обновляют каждые 3 дня. 


Нормальной считают активность до 32 единиц. На несомненную патологию 
указывают лишь результаты выше 128 единиц. 

Определение активности амилазы со стойким крахмальным 
субстратом по Сагауау (51). Этот метод представляет модификацию ме- 
тода Уав Гооп и сотр. (193). 





Раствор субстрата: кипятят 13,3 г безводного двухзамещенного фосфорнокислого 
емых натрия и 4,3 г бензойной кислоты с 250 мл воды. Суспендируют 0,2 г растворимого крахмала 
(МегсК) в небольшом количестве холодной воды и вводят в кипящую смесь. Кипятят 1 ми- 
нуту. Охлаждают и доводят водой до 500 мл. Раствор устойчив при комнатной температуре. 


`СЯЩе Он должен сохранять прозрачность. 

арак- 0,1 Н запасной раствор йода: 3,567 г йодноватокислого калия (К]О.) и 45 г йодистого 
калия растворяют в 800 мл воды и медленно, при помешивании, добавляют 9 мл концентри- 
рованной соляной кислоты, а затем доводят объем водой до 1000 мл. 

ское Рабочий раствор йода 0,01 Н: растворяют 25 г фтористого калия в 350 мл воды, 

щего добавляют 50 мл запасного раствора йода и доливают водой до объема 500 мл. Годность 


раствора около 2 месяцев, при условии хранения в посуде из темного стекла, в холодильнике. 


Ст Ход определения: отмеривают по 5 мл крахмального субстрата в 2 колбочки емкостью 


ИДе- по 50 мл (испытуемая и холостая пробы). Испытуемую пробу ставят в водяную баню с тем- 
М0че пературой 37°. Через 5 минут добавляют к ней 01 мл сыворотки и перемешивают. Холостую 
Е пробу не инкубируют. Через 7 1/2 минут инкубации вынимают пробу из бани и немедленно 
Кид добавляют в обе колбочки по 5 мл рабочего раствора йода. Объем реактивов в колбочках 

оно доводят водой до 50 мл и немедненно отсчитывают экстинкцию растворов при 660 ми. 
иро- Расчет: 


ы Е контрольной`пробы — Е испытуемой пробы х 800 — единицы амилазы на 100 мл 
серой Е испытуемой пробы 
ас. 





При активностях выше 400 единиц сыворотку перед определением пятикратно разбавляют 


8 ф й. а результат соответственно умножают на 5. 
изиологическим раствором поваренной соли, резу. : 
аль По этому методу можно определять амилазу также в моче и других биологических ка 
дов костях. Количество употребляемых растворов и окончательный объем вос можно сы 
шить до такой степени, чтобы для проведения пробы было достаточно 0, мл сывор: я 
|. Мерой стойкости субстрата непосредственно служит его Е в контрольных пробах. Автор 
и метода утверждает, что В контрольных проб не изменялась в течение года. Бензоат натрия, 
НИЙ по-видимому, не оказывает влияния на активность фермента. 
и Единицой амилазы для этого метода является количество фермента, гидро- 
лизующее 10 мг крахмала в течение 30 минут, до исчезновения реакции 
з с йодом. 
и НОриный уровень амилазы равняется от 60 до 160 единиц. Активность 
: осле взятия проб крови. 
мента определяют сразу п 
д ре активности амилазы по Меуег, ЕшЗ и Веги е]А (134). 
р сто! селении количества восстанавливающих сахаров, осво- 
и о йствия фермента. Он был введен впервые Зитиег 
и время дей ь 
И бождаемых во - д 
и. и сотр. (184, 185). 
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Реактивы: 1) раствор субстрата: 30 Е буфера М/5, РН 6,8: 
раствора МаС! и 1 г растворимого крахмала (МегсК), предварительно 
болышом количестве теплой воды, перемешивают и доводят водой до обт т 
ной реактив. Растворяют 1,0 г о ы и 30,0 г ВН 
натрий-калия в 20 мл2 Н МаОН и доводят объем водой до 00 мл. Раствор Предохраь о 
от СО,. Отставляют на два дня и в случае помутнения фильтруют (в темноте ты маи 
няет годность в течение нескольких месяцев). т и ; 

Ход определения: отмеривают в ряд пробирок г мл субстрата, ПОДогреваку , 
37° и пускают в ход ферментативную реакцию, ИЕ, На фермента (плазма, Моча и д. я 
гие). Инкубируют 10 минут, затем прекращают реакцию 2 мл динитросалициловой кис 
Подогревают в течение 5 минут в кипящей водяной бане, а затем охлаждают под проточние 
водой. Доводят пробы водой до 20 мли колориметрируют коричневый продукт Восстанов, о 
ния при 530 мы сравнивая с контрольными пробами. а в. 

Количество мальтозы, освобождаемой во время ферментативной реакции, находят п 
стандартной кривой, составляемой по раствору, содержащему от 0,2 До 2,0 мг мал ьт = 
в2 мл. Ферментативную активность выражают в мг мальтозы, освобождаемой 1 мл ат 
фермента, в условиях данного метода. ; 


МУРАМИДАЗА — ЛИЗОЦИМ 


Издавна были известны антибактериальные свойства ряда биологических 
жидкостей. Эти свойства частично приписывают находящемуся в них лиз 
циму. Первое наблюдение, свидетельствующее о присутствии в белке 
ного яйца вещества, обладающего способностью растворять (лизис) Васе 
ии, принадлежит ГазсызсНепко (104). Затем Сузуки наблюдал лизис 
культуры микрококков под влиянием экстрактов из лейкоцитов ( 188), нк 
Ееп$ тщательно исследовал это вещество, выявил его ферментный ха- 
рактер и назвал его лизоцимом. 

Лизоцим представляет собой белок с молекулярной массой около 1400, 
который обладает способностью растворять ряд бактерий. Изоэлектрическая 
точка лизоцима находится между 10,5 и 11,0, следовательно его характеризует 
щелочная реакция (3), обусловленная большим содержанием основных амиво- 
кислот в молекуле (98). Лизоцим в кислой среде сохраняет активность даже 
при температуре 100°, но в щелочной среде его активность исчезает быстро 
после подогревания. Источником для получения очищенного лизоцима сл- 
жит белок куриного яйца. Сообщают о получении кристаллических препа- 
ратов лизоцима (1, 4). Однако, даже кристаллические препараты лизоцима 
оказались негомогенными. Дальнейшая очистка препарата производилась 
90), разделения на колонках ионного обменника АшЬегие ГВС 50хЕ #1 

Лизоцим вероятно представляет собой мукополисахаридазу, так как 0" 
вызывает деполимеризацию мукополисахаридов, входящих в качестве глав 
ного компонента в состав оболочки бактериальной клетки. Этим объясняется 

изоцима на бактерии. Лизоцим яичного белка отлич" 

зной активностью, так как он гидролизует хитин» пр" 

ии обладают высокой молекулярной массой и характеР 

‚ Субстраты с низкой молекулярной массой в слабой с ый 

Йствию лизоцима. Допускается возможность, что сн 

глюкозамина и а а ооаюнщикся аня м 
нЕ 4). 7) уравьиной кислоты, причем удар + 

Бактериолитический 
условиях, он дейст: 
(М. 1узоесисиз, В. 
например В. . 














системы экзогенным лизоцимом значительно 
цательных палочек в сферопласты и 
ниях роли лизоцима в системе иммут 
цим сыворотки и биологических ук 
фиксирования бледных спирохет, 


Ускоряет конверс 

Ускоряет их отмиранис. = = 
нитета, Мевег (125) показал, что изо 
о“ принимает участие в реакции 

твая й 

сахаридной оболочки и обнажение рецепторов для ое оитенной Ве 
и комплемента. Прибавление лизоцима резко сокращает срок обходи. к 
для иммобилизации бледных спирохет (123). На основании этого бя ты 
Мешсег (124) разработал модификацию реакции иммобилизации и 
спирохет (реакция МКоп-Мауег) с прибавлением лизоцима, т, 


отсчитывать результаты через 6 часов инкубации вместо 18 часов по ориги- 
нальному методу. 


Лизоцим широко распространен в природе; У человека он встречается 
в слезах, слюне, сыворотке, слизи носа и во многих тканях. 

Физиологическое значение лизоцима не изучено в достаточной степени. 
Предполагают, что он защищает организм от вторжения микроорга- 
низмов. 

Содержание лизоцима в слезах и слюне, возможно, объясняет редкость 
инфицирования слизистой рта и глаза, при неповрежденном эпителии, нес- 
мотря на постоянное присутствие инфекционных факторов в среде. Эту же 
роль приписывают и лизоциму сыворотки, который по всей вероятности, про- 
исходит из лейкоцитов (70). 

Некоторое количество лизоцима выделяется с калом. Количество выделя- 
емого этим путем лизоцима резко увеличивается при язвенном колите, пре- 
вышая иногда в 170 раз значение нормы (81). По мере улучшения состояния 
больных, количество выделяемого лизоцима уменьшается. Некоторые иссле- 
Ддователи полагают, что рост выделения лизоцима имеет большое значение 
в патогенезе язвенного колита. Этот фермент, растворяя слой слизи, лишает 
слизистую защитной оболочки, что по-видимому способствует образованию 
изъязвлений. Повышенное выделение лизоцима с калом наблюдается также 
при болезни Крона (терминальный илеит) (135), язве желудка (136), а также 
в желудочном содержимом, при аллергических заболеваниях (48). Рост 
уровня лизоцима в моче был описан при болезнях почек я Е 

Для определения активности лизоцима часто применяют и 
ческий метод, введенный Еепуш. Этот’метод состоит в определении м; в 

обусловленного взвесью /М сто: 

шения, под влиянием фермента, помутнения, обу - 

от: кий способ заключается в опреде 

сосси; [узоаесисиз (72). Вискозиметричес те тодепианиеи Фер- 
лении уменьшения вязкости в полисахаридном субстр. 


мента. 


ГИАЛУРОНИДАЗА — ГИАЛУРОНАТ-ЛИАЗА (ГР) 


; его действие 
н в человеческих тканях; ег 
ироко распростране: ыы 
р а ее заеснее кислоты, ее ес бе: 
ящего из ем глюкуроновой ет и М№-ацетилглюкозамина, 
жду Й 135 
ЙА ой ая кислота, близок хондроитин- 


гиалуронов: 
Субстрат акне в тканях мезодермального происхождения. 


РЕ. рее тЫ гиалуроновой кислоты о ем Е 

собенно большие килиях енистом ядр. :: 

ловидном теле глаза, пуповине, су Е и 5 тан кислота счита- 

ночных хрящей, синовиальной жидко ира масса колеблется от 100000 
ь - ом, причем ее мол И ей, повторя- 

ется мукополисахарид снов. Основной структурной единицей, 

до нескольких милли: < 
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щейся в молекуле гиалуроновой кислоты, является М-ацетил-би 
вая кислота, продукт воздействия гиалуронидазы яичек на гиэлу Урон. 


кислоту (210). РОО 


сон СН,оН 
О о Е НЫ 
он 
= но 
он мНСоСн 


Гиалуронидаза тождественна т.н. фактору распространения (сртеато Ла») 
ускоряющему распространение вводимых внутрикожно пигментов или токси. 
нов (60, 53). Особенно большие количества фермента встречаются в яичках, 
что связано с наличием гиалуронидазы в семени. Фермент находится также 
в ряде других тканей, и в сыворотке. Присутствие гиалуронидазы было ‹б- 
наружено у многих бактерий. Препарат ГР получают обычно из яичек быка, 
Оптимум РН для фермента в значительной степени зависит от присутствия 
и концентрации солей в реакционной смеси. По Меуег, при постоянной кон- 
центрации МаС|, оптимум РН для гиалуронидазы яичек широк (3,8—5,4) 
(165). 

ТР яичек гидролизует, помимо гиалуроновой кислоты, также мукоитино- 
вую и хондроитин-серную кислоты. 

Тистоны, протамины и пептоны оказывают активирующее влияние на ГР : 
(155). Ее активирует также хлористый натрий. Компетитивными ингибиторами 
ГР являются ацетилированные и нитрированные производные гиалуроновой 
кислоты, хондроитинсульфат, гепарин и другие антикоагулянты, как дику- 

марол. Ингибирующее влияние на ГР оказывают также: салициловая кислот, 
хиноны, фенолы, ионы Ее+!+ и Си++, адреналин, морфин, антигистаминные 
средства, рутин. Пепсин и трипсин инактивируют гиалуронидазу (84, 54, 
116, 82а, 107, 220, 221). 

новая кислота деполимеризуется под влиянием разных кофермент 
ных факторов. Таким образом действует аскорбиновая кислота в присутствий 
ионов Си“! и диазосоединения (117, 178). Этим свойством обладают соли 1я- 
желых металлов и ультразвуки (96). Во избежание возможных ошибок, при 
определении ферментативной активности гиалуронидазы рекомендуется при” 
нимать соответствующие меры предосторожности. 
тины значение ГР остается спорным. Гиалуроновая яв 
Обрааный сльй, и еь веществе соединительнотканной м и. 
Е Зы рого зависит диффузия разных веществ и обме = 
нк он к окружающей их средой. ГР, находящаяся В = 

торых бактериях, путем деполимеризации гиалу 


ты 
и НХ оны: может иметь значение в механизме их прони греет 

р тношение гиалуронидазы и гиалур й кислоты © 07’, 
стороны и вирулентности ее и 


я (220, 221). бактерий с другой подробно обсуждается в Р 
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фермент неспособен растворять слизистую пробку в ше 

Гиалуронидаза является белком. Инъекция гиалуронидазы животным вы- 
зывает образование специфических антител, называемых антигиалуронида- 
зами. Последние специфичны по отношению к разным ГР, вводимым в ка- 
честве антигенов. В физиологических условиях в глобулиновой фракции 
сыворотки можно обнаружить небольшое количество антигиалуронидаз, спе- 
цифичных по отношению к ферментам из гемолитических стрептококков, 
стафилококков и пневмококков (74, 163, 85, 86). При инфекциях, вызыва- 
емых этими бактериями, производящими ГР, можно в сыворотке обнаружить 
повышение титра этих антител. Они термостабильны, т.е. не подвержены 
инактивации при подогревании в течение 30 минут, при температуре 56°. 
Уровень антител против стрептококковой ГР в сыворотке выше у больных 
суставным ревматизмом, чем у здоровых. 

Кроме этих специфических ингибиторов, в плазме имеются неспецифи- 
ческие подавляющие факторы, отличающиеся термостабильностью. Это 
белковые тела, движущиеся в электрофорезе с фракцией глобулинов (79). 
Неспецифический ингибитор из человеческой крови был очищен в 100 раз. 
Его молекулярная масса равняется 100000 (19). Наряду с аминокислотами, 
в молекуле ингибитора были обнаружены фрагменты сахаров. Неспецифи- 
ческий ингибитор ГР является, вероятно, звеном общего защитного меха- 
низма. Сила действия неспецифических ингибиторов по отношению к разным 
ГР неодинакова. Уровень их активности не зависит от возраста и пола. Он 
повышается при злокачественных новообразованиях и остром суставном 
ревматизме, причем наблюдается известный параллелизм с температурой 
тела и РОЭ. Ха юсК! (220, 221) выявил присутствие теплоустойчивого инги- 
битора для ГР яичек в сыворотке больных ревматизмом и туберкулезом 
легких. Этот ингибитор отличается от специфических антител (антигиалурони- 
даз). Титр этого ингибитора находится в корреляции с РОЭ. 

Гормональная система, вероятно, оказывает влияние на систему гиалурони- 
даза — гиалуроновая кислота. Самое большое количество работ было посвяще- 
но влиянию кортикостероидов. Кортикостероиды, по-видимому, тормозят ш 
У о активность ГР (121). После приема кортизона и АКТГ происходит умень- 
шение количества гиалуроновой кислоты в соединительной ткани (7). Эстро- 
гены также вызывают изменения уровня гиалуроновой кислоты в соедини- 
тельной ткани, а также изменения консистенции и упругости подкожной 
клетчатки в связи с менструальными циклами. Особенно бросается в глаза 
связь между щитовидной железой и системой ем кд 
вая кислота. При микседеме в подкожной клетчатке а Вы 
бычайно высокое количество гиалуроновой и хондроитин-серной кислот 
в находится также и в сыворотке, что было обнаружено сравнительно 
недавно (87, 78). Понижение активности ГР сыворотки было описано у боль- 

м. з в аях плевральных и перито- 
не ЖекВкЫ оердЕБНого происхождения» В-случ очных заболеваниях 
неальных транссудатов, ея циррозе мт тора Е 

азованиями . 
+ ее. ое екинны во многих отраслях = ны 
певтическое средство. Ее прибавляли к подкожным инфузиям с целью т 
рения резорбции жидкостей из подкожной ткани (169), она аи в состав 
внутримышечных впрыскиваний и жидкостей для местного к зболивания. 
Ее применяли при парафимозе (1658), для ускорения резорбции гематом, 
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при плевральных вышютах (18, 97), при лечении некоторых осложнений . 
беркулеза легких (75), для устранения келоидов и при многих Других 2% 
лезнях (158). - 

При злокачественных ВВйообразованиях было обнаружено ПРИСУтсть, 
как гиалуронидазы, так и гиалуроновой кислоты. Воу]апа и МеСеад Е: 
заметили, что скорость роста опухоли пропорциональна содержанию в = 
гиалуронидазы. На этом основании были сделаны ВЫВОДЫ, что ты 
сутствие ГР в новообразованиях может быть причиной иНФильтрир |. 
ющего роста опухоли. Эти взгляды не подтвердились в дальнейших и 
дованиях (173). = 

Методы определения ГР зависят в значительной степени от рода пре. 
няемого субстрата, степени его полимеризации, наличия загрязнений и др. 
Эти методы используют физико-химические, химические и биологические 
превращения, происходящие в субстрате под влиянием фермента. Из более 
распространенных методов следует упомянуть о методе, сущность которого 
состоит в предупреждении образования муцинного сгустка в Растворах гиа. 
луроновой кислоты, после их разбавления и подкисления. Это чувствительный, 
но лишь только полуколичественный метод. Чаще всего пользуются вискози- 
метрическими способами. Они состоят в определении уменьшения вязкост 
растворов субстрата во время деполимеризующего действия ГР. В силью 
разбавленных растворах, в присутствии избытка белка, гиалуроновая кислота 
образует после подкисления муть, а не муцинный сгусток, что также исполь- 
зуется для количественного определения активности ГР. Из химических 
методов иногда применяют определение количества образующихся во время 
действия фермента восстанавливающих соединений. Из биологических 
методов, дающих наименее верные результаты, чаще других пользуются 
методами, основанными на свойстве ГР как фактора распространения (5феад ие 
Ластот), причем измеряют скорость расширения пятен, возникающих после 
подкожного впрыскивания цветных жидкостей. я 

Гиалуроновая кислота ускоряет оседание эритроцитов, как ш Уно, так 
и ш ухо (2аБюск, а гиалуронидаза этому противодействует. Это свойство 
ГР используется для определения активности фермента (220). Описаны также 


методы определения активности ГР в сыворотке и измерения активности 
ингибиторов фермента (21, 22, 194). 
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вероятно, главным образом осуществляется через уридиндифосфоглюк 
новую кислоту и фермент глюкуронат-трансферазу (61). уро- 

В-глюкуронидаза широко распространена в животных тканях (64, 69 
189) ; ее физиологическое значение, вероятно, связано с катаболизмом муко- 
полисахаридов. Наибольшую активность В-глюкуронидазы отмечают в поч- 
ках, печени, селезенке, придатке яичка, а также в неоплазматических тканях 
(65, 66). Значительные активности встречаются также в лейкоцитах. В гомо- 
генатах печени фермент почти полностью локализован в митохондриях и мик- 
росомах; во фракции растворимых белков цитоплазмы и в ядрах активность 
фермента ничтожна (199). Оптимум рН для В-глюкуронидазы животных 
тканей находится обычно между 4,0 и 5.0. Высокоочищенные препараты 
В-глюкуронидазы селезенки или печени быстро инактивируются в слабых 
растворах. Предохраняющее действие оказывают в таких случаях белки, 
например альбумины и протамины, а также ДНК. 

Активность В-глюкуронидазы зависит от влияния гормонов. Ее уровень 
в матке мышей после удаления яичников значительно понижается; после 
введения эстрогенов он, наоборот, повышается (67). Активность фермента 
в периферической крови значительно повышается во время беременности, 
а после родов быстро возвращается к норме. Особенно высокие активности 
наблюдались у женщин, которые впоследствии заболевали экламисией 
(119а). При помощи соответствующих доз стилбестрола удавалось удержать 
повышенный во время беременности уровень В-глюкуронидазы также и в пос- 
леродовой период (68). Значительная ферментативная активность наблю- 
дается в слизистой матки. Она повышается в течение первых двух третей 
менструального цикла, а потом снова понижается. 

Для определения активности [-глюкуронидазы, в качестве субстрата 
употребляют преимущественно фенолфталеин-моно-глюкуронат, причем не- 
посредственно в щелочной среде измеряют количество освобождаемого 
ферментом фенолфталеина (69, 189). Есть также методы, использующие ряд 
хромогенных соединений глюкуроновой кислоты (83). 

Рост активности В-глюкуронидазы сыворотки наблюдался при болезнях 
печени (162), в известном проценте случаев злокачественных опухолей (83, 
217). Активность В-глюкуронидазы в моче больных раком мочевого пузыря, 
по всей вероятности повышена, однако полностью это не подтвердилось 
(109). В большинстве проб мочи имеется ингибитор фермента (109). Актив- 
ность р-глюкуронидазы обнаружена также в спинномозговой жидкости 
и в плевральных и брюшинных экссудатах. В случаях рака детородных орг: - 
нов содержание В-глюкуронидазы резко увеличивается во влагалищно 
жидкости, что следует отнести за счет значительного содержания фермента 
в неоплазматических клетках. з 

пра активности В-глюкуронидазы по д ееый 
и сотр. (69). Метод состоит в прямом колориметрическом измере ст Е 
лочной среде, количества фенолфталеина, освобожденного из р. ра : 
(фенолфталеин-моно-В-глюкуронат). Субстрат получается ее 

ко 
ческого синтеза из мочи кроликов, которым п СЕ ме- 
фосфат. Приведенный ниже метод с 35) 
тода Е5Бтап, рекомендуемый Воуйав4 и сотр. (34, 35). 


Реактивы: 1) раствор субстрата: растворяют 0,05 г ВЕ ОН о 
в 10 мл этанола (свежедистиллированного над КОН)и разба ы 97 о м Стил. 
лированной водой; 2) ацетатный буфер ее ыы [а ты ме С = 
сыв . ляют. мМЬ тм 
о ве ил субота: 1 мл иле ба - те ыы 
змы инкуб; т в течение 16 часов, при температуре р инк уб т 
холостую ау без плазмы. Под конец инкубации к пробам добавляют 1 мл 10% Ма.СО, 
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Г о ируя 1 мл 5% 
при температуре 50° о раствора сыворотки в водес 1 
фермента 50°. Дальнейший 





й ленной плазмы. Центрифугируют пробы п 
стой пробе — 1 мл разбав. т. 

в продолжение 10 минут и колориметрируют при 550 ми. Активность Рот 

. раз. 
в единицах. 1 единица = 1 иг фенолфталеина, освобожденного 1 мл плазмы а а 

в условиях опыта. у : 

ел есь активности в моче (34, 109). Суточную МОЧУ соби о 
р 10 мл 20% раствора тимола в бензоле. Перед определением о уд, 
те = : 1 очи, 1 мл субстрата и 1 млат 5 с еНтТрифун 
ют в течение 15 минут при 450 &. 1 мл мочи, мл су т мл ацетатного б уфера ЗУМ 
| от в течение 18 часов при температуре 37°. Инкубируют также Холостую а ‘Инку. 

ДЕ рЖщю мочи. По истечении срока инкубации к пробам добавляют по 1 мл 100/ 20бу 
ак холостой пробе добавляют 1 мл мочи. Пробы центрифугируют в течение 15 Минут ,, 
600 & и отсчитывают показания при 550 ми. Активность фермента в моче выражают о 

К 
же единицах как и для сыворотки. ах 

Активность в моче здоровых лиц колеблется от 0,05 до 1,2 ед./мл. Окрашивание фенол ф 
леина происходит в пределах рН 10,0—10,5; оно сохраняется в течение 2 часов, акс 
окрашивания появляется между 10,2 и 10,6. Оптимум РН для В-ГР в сыворотке и г 
моче 

равняется 4,5. 


Определение активности В-глюкуронидазы по 
Бег и сотр. (83). Ферментативная реакция протекает, 
соответственно приведенному ниже уравнению: 


соон 


О. НО. 
он = ЕЙ в чб ронок 
на Н Ве ‚В-глюкрониваза 


методу Со14- 
при этом методе, 


22, ИСЛОТа 
Н 


6-бром-2-нафтил-В-О-глюкопиронозид — 6-бром-2-нафтол + глюкуроновая кислота 


. Образующийся диазо-пигмент экстрагируют хлороформох 


и определяют количественно, пользуясь стандартной кривой, составленной 
по чистому 6-бром-2-нафтолу. 


Реактивы: 1) раствор субстрата приготовляют, растворяя 50 мг субстрата (Радас Табо- 
тагог1ез, Тре Вог4еп Сотрапу, РЬЙадерыа, Реппзуйуал!а) в 100 мл 2/3 М ацетатного буфера, 
РН 4,5. Раствор годен для употребления в течение 3 месяцев; 2) 0,3 М раствор третичного 
г Они 3) ‘тозлианизидин-тетраазониат: 1 мг соли растворяют перед самым т 

м в 1 мл холодно, 00—10; : о хлоруксусна; 
кислота; 5) хлорофовы ( ) дистиллированной воды; 4) 80 % трихлору 

Определение ак 


т 
пр -2-нафтола, фотометрируемым в условиях опыта. Ай 
по ости число мг 6-бром-2- ного. © 

а, В условиях о , ром-2-нафтола, освобожде 


сыворотке, в сыво° 


Авторы определяли активность 24 часов 


мл субстрата в течение ост 
к ход такой же, как при определении активиос”. 
я ости фермента было о о, освобож 
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денного при описанных условиях. Это число оп С # 
емой при помощи 6-бром-2-нафтола в присутствии сыворотки ной КРИВОЙ, составляя 
потерь пигмента, связываемого белками сыворотки. > Для коррекции возможных 

Оптимум рН при данном субстрате равнялся для фер 
Фермент не теряет активности при температуре 505 
вация происходила при подогревании до температу 
обнаружено потерь активности при хранении проб ты минуты. Не 
—20 до +10°. Скорость реакции была пропорциона. У аи ад от 
ротки, до гидролиза 15% субстрата. При более высоких активностях акс ыы 
рить определение с более разведенными пробами. Ото 


ределялось по стан 


мента в моче 4,5, ав сыворотке 4,0. 


Ры 100° в продолжение 1 
в течение 7 дн 
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ФЕРМЕНТЫ ЦИКЛА ЛИМОННОЙ КИСЛОТЫ (ЦИКЛА КРЕБСА 
МАЕЮАМ ОБКЕО$К! ) 

Ферменты цикла Кребса катализируют целый ряд реакций, в ходе Котор 
происходит окисление молекул ацетата в СО, и воду. В этом а 
подвергаться окислению продукты метаболизма углеводов, жиров и амино. 
кислот. Энергия, освобождаемая этими реакциями, накапливается в иде 
высокоэнергетических химических связей. Большинство ферментов ЦИ 
Кребса локализовано в митохондриях, однако, по-видимому, Значительная 
часть изоцитратдегидрогеназы и малатдегидрогеназы, а также и аконитазы 
находится во фракции растворимых белков цитоплазмы. 

Из ферментов, катализирующих реакции цикла лимонной кислоты, в сыво- 
ротке были обнаружены малат- и изоцитратдегидрогеназа. Аконитаза не была 
найдена в сыворотке, даже в патологических состояних (3). Точно также в сы- 
воротке отсутствует, или встречается в самом незначительном количестве 
активность фумаразы, „таНс епхуше“ и сукцинатдегидрогеназы (7). 


ИЗОЦИТРАТДЕГИДРОГЕНАЗА (ИЦД) 


Окисление цитратов катализируется ферментом, находящимся в зависи- 
мости от НАДФ (1, 8). В реакции, катализируемой ИЦД, одновременно про- 
исходит окисление и декарбоксилирование соединения в @-кетоглутаровую 
кислоту. В определенных условиях, реакция декарбоксилирования обратима 
и может служит для включения СО, в органические соединения. 


н 
| 
но—с_соон о=сС—соон 
ицд | 
Н—С_СООН + НАДФ <—> сн, + НАДФ-Н, + СО, 
| | 
н—с_соон н_—с_соон 
| | 
н н 
О-изолимонная &-кетоглутаровая 
кислота кислота 


Промежуточным продуктом этой реакции является, вероятно, щавелево- 
“уксусная кислота. Для активности фермента необходимо присутствие ионов 
двухвалентных металлов, из коих наиболее активным является Мп*+. 
Описана также ИЦД с НАД вместо НАДФ в качестве кофермента. 
ИЦД находится в сыворотке (17). Повышение активности ИЦД. наблю- 
дается при эпидемическом гепатите (12), при закупорке желчных путей и не” 
плазматических метастазах в печени (9). Рост активности ИЦД. отмечается 
также после инфаркта миокарда. Освобождение ИЦД из некротического мио- 
карда происходит быстрее, чем освобождение лактатдегидрогеназы. Увели” 
чение активности ИЦД после инфаркта миокарда кратковременно — 0 
проходит через 24 часа. Это связано, по всей вероятности, с краткостью 
периода освобождения фермента из некротической мышцы и его быстро 
элиминацией из организма (13). м- 
Эритроциты содержат в 86 раз больше фермента, чем сыворотка, а тРо 
циты даже в 697 раз больше, чем сыворотка (9). 17) 
Определение активности ИЦД по \/о1ё50опи ЗУ ИНатз-Азвтал 
Ринцип метода состоит в измерении скорости роста экстинкции 1 
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при 340 ми в системе, содержащей, кроме этого кофермента, ОГ--изоцитрат, 
буфер и ионы М++. 


Состав инкубационной смеси: 0,5 мл буфера Тиз, 0,1 М, РН 7,5; 0,2 мл 0,001 М 
НАДФ, растворенного в 0,15 М МаС|; 0,3 мл 0,01 М МпС,;; 0,05 мл 0,1 М ОГ-изоцитрата 
натрия. Контрольная проба содержит вместо изоцитрата такое же количество физиологи- 
ческого раствора поваренной соли. Температура опыта 25°. Реакцию пускают в ход, до- 
бавляя 0,5 мл сыворотки и тщательно перемешивая. Отсчеты производят каждые 2—5 ми- 
нут, в продолжение 12—30 минут. При высоких активностях сыворотку предварительно 
разбавляют. 

Для расчета активности пользуются частью кривой с кинетикой нолевого ряда. Ее вы- 
ражают в имолях образующегося НАДФ'Н, на 1 мл сыворотки в 1 час, в условиях 
опыта. Если определение производится при другой температуре, то необходимо сделать 
поправку на температуру, причем от 20° до 30° температурный коэффициент Оз, равняется 
1,7. В отсутствии ионов Мп*+ в среде активность ИЦД весьма невелика. Активность не 


У здоровых лиц активность равнялась в среднем 11049 единиц (55—224). 
Нет существенной разницы между активностью У женщин и мужчин. Не 
было замечено зависимости между активностью фермента и возрастом, расой 
или концентрацией белков в сыворотке. Сыворотка, взятая из пуповины но- 
ворожденных, показала более высокую активность ИЦД (305 единиц) чем 
У взрослых. При повторных определениях ИЦД у одного и того же лица 


мозговой жидкости констатировалось в ряде случаев новообразований цен- 
тральной нервной системы. 


МАЛАТДЕГИДРОГЕНАЗА (МДГ) 


Этот фермент катализирует обратимую реакцию окисления яблочной кис- 
лоты в щавелево-уксусную кислоту, причем коферментом служит НАД. 


НАД 
соон соон 
| мдг | 
НСОН - НАД < — + НАД-Н, 
| 
СН, те 
оон соон 
Т.-яблочная кислота щавелево-уксусная кислота 


При нейтральном рН равновесие реакции смещено в сторону образования 
малата. При щелочном рН (около рН 10) окисление малата протекает весьма 
успешно. ‚ 

МДГ встречается во всех тканях. Значительное количество фермента на- 
ходится в мышце сердца, печени, скелетных мышцах, мозгу и почках. Впервые 
фермент был изолирован Э1гаиб из сердечной мышщы свиньи (14). Согласно 
новейшим открытиям ВйсВег и сотр. (5), в клетках находятся две малатдеги- 
дрогеназы. Одна из них локализована в митохондриях, вторая в цитоплазме. 
Соотношение активностей обеих МДГ в разных органах неодинаково. В мы. 
ище сердца почти 100% фермента, по мнению авторов, находится в цито- 
плазме. Значительная активность МДГ обнаружена в цитоплазме печеночных 
Клеток, в скелетных мышцах и мозгу. Активность МДГ увеличивается в сы- 
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воротке уже через несколько часов после инфаркта миокарда, остигает р. 
мума через 2—3 дня и понижается, начиная с 6 дня (4, 6, 11, 16).Р акси. 


@Зкое 
вьпиение активности фермента в сыворотке наблюдалось при Эпидемичес 


тепатите. Рост активности МДГ имеет место также при лейкозах, фо 
нуломатозе, гипертиреозе, интоксикациях и др. ра. 
| Определение активности МДГ в сыворотке (1). Принцип Ре 

состоит в измерении падения Е НАД-Н, при 340 ми в системе, содержащей 
' буфер, щавелево-уксусную кислоту и фермент. 


КО,1 или 0,05 мл сыворотки прибавляют 2 мл 0,1 М фосфатного буфера рН 7,55 и 

} НАД-Н, (2,5 мг/мл). Доводят водой до объема в мл. Через 10—15 минут добавляют О 

0,5 М раствора щавелево-уксусной кислоты (З1етпа). в 0,1 М фосфатном буфере с РН то 

Определяют Езл, несколько раз, с интервалами в 30 секунд. Щавелево-уксусную ислот, 

1 растворяют перед самым опытом в холодной воде, в пробирке с притертой пробкой. то 

карбоксилирование щавелево-уксусной кислоты приводит к образованию пировиноградной 

| кислоты, что в свою очередь, в условиях метода, дает толчок реакции катализируемой 

| имеющейся в сыворотке лактатдегидрогеназой. Это может привести к серьезным ошибках 
в методе. 


0,1 мл 


Ой У здоровых лиц активность МДГ составляла в среднем 79 единиц \/тб- 
] Ые\узКи (50—104). 

ЗИ Атпешиае (2) определял активность МДГ сыворотки в следующей систеие: 
2,6 мл буфера Тиз 0,1 М срН 7,4; 0,1 мл НАД-Н, (8 мг 63% препарата 
в 1 мл воды), 0,2 мл сыворотки, разбавленной 1; 5. Реакцию пускают в ход, 
добавляя 0,1 мл раствора оксалоацетата 0,005 М. Измеряют скорость умень- 
шения Е при 340 ми. По Е. спи: и сотр. активность МДГ у здоровых 


лиц составляет в среднем 2,05 единицы ВасВег на мл сыворотки (1,05—2,63) 
(10). 
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ФЕРМЕНТЫ БЕЛКОВОГО И АМИНОКИСЛОТНОГО ОБМЕНА 
КОКМЕЕ, С1В1М5$КТ 


ПРОТЕОЛИТИЧЕСКИЕ ФЕРМЕНТЫ 


Протеолитические 


ерменты страненны!" 
Они находятся в фер принадлежат к наиболее распростр. 


Можно сказ каждой клетке, в биологических жидкостях и секрете отт 
реконстр ть что везде, где встречается белок, имеется возможност ви 
ОИ а к представляет собой главный структурный ей 

Сы» а протеолитические ферменты играют главную роль ВТ 
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важнейших жизненных процессах, как пищеварение, свертывание крови, 
гуморальная защита и т.д. (17). Факт активации неактивных предшествен- 
ников ферментов путем разрыва пептидных цепей с отделением или без от- 
деления свободных пептидов (4) означает, что протеолитическая активность 
является весьма существенным фактором мобилизации других ферментов, 
которые в свою очередь могут атаковать другие молекулы белка. Иногда 
возникают целые цепи реакций, в которых одна молекула белка (ферменты 
также являются белками), войдя в соприкосновение с другой, изменяет 
структуру последней и заодно ее активирует, вторая, в ‘свою очередь изменяет 
третью и т.д. Примером такой цепной реакции может служить процесс свер- 
тывания крови. Это явление активирования путем протеолиза проявляется 
не только у протеолитических, но и у других ферментов. Итак смело можно 
сказать, что протеолиз принадлежит к наиболее важным ферментативным 
активностям организма. Это процесс еще недостаточно изучен, как целое. 
Мало известно об участии протеолитических процессов в патогенезе разных 
болезней; протеолитические ферменты лишь в незначительной степени исполь- 
зуются в диагностике, а наше умение управлять ими минимально, 

Причинами затруднений в этой области, вероятно, являются: а) обилие 
протеолитических ферментов в биологическом материале, 6) их неспецифи- 
ческое действие, наряду с весьма интенсивным влиянием на специфический 
субстрат, и в) разнообразие типов этого действия. Последняя из упомянутых 
причин порождает трудности номенклатурного и классификационного по- 
рядка. 

Первоначальная классификация с разделением по органам, на желудочный 
пепсин, панкреатический трипсин, кишечный эрипсин и интрацеллюлярный 
катепсин в скором времени оказалась несостоятельной. Следующая классифи- 
кация разделила протеолитические ферменты на группу действующих на вы- 
сокомолекулярные белки и на ферменты, разлагающие пептиды. Первые 
назвали протеиназами, вторым присвоили название пептидаза; обе груп- 
пы, вместе взятые, были названы протеазами (7). Однако, в скором времени 
оказалось, что протеиназы, которые должны были разлагать только цельные 
белки, способны катализировать также разложение некоторых низкомоле- 
кулярных пептидов, что поколебало классификацию (3). Следующая класси- 
фикация была построена на принципе гомо- или гетероспецифичности по 
отношению к субстрату. Оказалось, что гомоспецифичностью обладают пенсин, 
трипсин и катепсин, т.е. ферменты, дифференцируемые в чистом виде. Было 
предложено понятие прогеаз, гидролизующих белок от конца пиептидной 
цепи — экзопептидазы, и таких, которые начинают реакцию от центра мо- 
лекулы белка — эндопептидазы, независимо от величины разлагаемой мо- 
лекулы. По многим соображениям, в широких пределах, экзопептидазы сов- 
падают с пептидазами, а эндопептидазы с протеиназами (1). Конечно, понятие 
эндопептидазы не имеет ничего общего с эндогенной протеиназой. Последняя 
означает интрацеллюлярный протеолитический фермент, например катепсин. 

Очередная классификация (8) пептидаз придерживается структурных 
свойств пептидной цепи в месте действия фермента (карбоксипептидазы, ами- 
нопептидазы). Пространственную конфигурацию данного фермента можно изу- 
чать при помощи синтетических пептидов. Один и тот же протеолитический 
фермент может расщеплять и другие связи, например эфирный или гидрази- 
дные, при условии подобной пространственной структуры, что свидетель- 
ствует о зависимости действия фермента от локальной конфигурации. 

Этот тип классификации неприменим к эндопептидазам (протеиназам), для 
определения которых мы вынуждены по-прежнему пользоваться традицион- 
ными названиями, как пепсин, трипсин и т.д. 
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Пепсин давно известен как главный пищеварительный Фермент а 
Его неактивный предшественник пепсиноген выделяется главными к т, 
желудочных желез и, в кислой среде, ниже рН 6, начинает ЗУтокатализи 
вать свое превращение в активный пепсин, причем разрываются 9 ептидн 
| связей. Пепсин получен в кристаллической форме. Помимо аминокислот 
| содержит атом фосфора. Молекулярная масса пепсина равна 34000 
синогена — 42000. При электрофорезе он движется к аноду]даже прирН1 о 
Оптимум действия пепсина находится при рН 1,5—2. Один грамм КРисталли, 
ческого пепсина в состоянии в течение 2 часов разложить 50 кг ЯИЧНого ад. 
бумина, створожить 100000 л молока или растворить 2000 л желатины, О, 
нако, он атакует не все белки — например муцин, кератин волос или протамин 
им не разлагаются. Испытания на синтетических пептидах показали, что пет. 
тидная связь, уязвимая для пепсина, обязательно содержит молекулу аромат. | . 
ческой аминокислоты. Оказалось однако, что это условие может быть необя. | Е 
зательным в случае длинной цепи полипептидов. Кроме того, пепсин разла- 
гает простые пептиды с наибольшей скоростью при более высоком РН (около 4). 
Итак, один и тот же фермент выступает один раз в роли типичной пептидазы 
| | и атакует в определенных условиях определенный тип дипептида, а в другой Е 

раз, в других условиях и в другой точке приложения расщепляет молекулу 
цельного белка. 

Этот пример ясно показывает, что все попытки заключить живые и посто- 
янно реагирующие друг с другом белки в жесткие рамки искусственной 
классификации не выдерживают критики. 

| Ферменты типа пепсива (гомоспецифические) находятся также и в других 
тканях, в первую очередь в селезенке, почке и печени. Они носят название 


| 
катепсинов А. Их общим признаком является то, что они проявляют пепси- | 
ноподобное действие при РН 3,5—5, т 


‹е. в такой среде, в которой каталити- 
ческое действие пепсина по отношению к молекуле цельного белка ничтожно. 


Катепсин производится также слизистой желудка и находится в желудочном 
соку. Этот факт имеет особое значение, по-видимому, у новорожденных. 
Посмертный аутолиз осуществляется именно этим ферментом. 

Новейшие исследования несколько запутывают этот вопрос. Оказывается, 
что желудок кроме пепсина, производимого железами дна выделяет исев- 
поцепсин, происходящий из желез области привратника (19). Пепсин и исев- 
допепсин различают при электрофорезе, хроматографии и при высаливании, 
что указывает на разницу в их химическом строении, но у них общий оптимум 
тельно, что некоторые авторы, учитывая ВоВ 
чем одного типа пепсина и упомянутые свойства 

разных субстратов, считают, что катеисин как 
тем более, что до сих пор удалоср 





















































ческих повреждениях, некротизируюи 
- трансаминазы, альдолазы, дегидроген 
ое Е своего распространения в органах, эти ферменты не нашли а я 
-плазматической диагностике пораж 
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Пепсин имеет свой естественный ингибитор. Это вещество было изолиро- 
вано и кристаллизовано. Это полипептид с молекулярной массой 6000—8000, 
богатый аргинином. Его тормозящее действие развивается в пределах рН 
4—6, т.е. приблизьтельно в таких условиях, в которых пенсин проявляет 
пептидазную активность. Благодаря относительно малой молекуле, ингибитор 
медленно диализует через мембрану коллодия. Описан также ингибитор ка- 
тепсина. Он тоже отличается меньшей молекулярной массой, чем сам фермент. 

Небольшая часть пепсина и катепсина (около 1%) производимых в желудке 
попадают вместе со своими ингибиторами в кровь (эндокринный пепсиноген) 
и отсюда в мочу, причем преобладают ингибиторы. Эта форма фермента, на- 
зываемая уропепсиногеном, выделяется в моче одного и того же лица, 
при одинаковом питании, в довольно постоянном суточном количестве, По- 
следнее не зависит ни от количества выделяемой мочи, ни от ее удельного 


стоящее время из употребления. Уропепсиноген, несмотря на то, что был из- 
вестен 90 лет, тоже не находил практического применения. Этим ферментом 
стали интересоваться лишь в последние годы. В связи с этим интересом мы 
приводим метод его определения, пригодный для клинических . 
Определение уропепсиногена по методу \е51-Е 15-5 сое в мо- 
дификации Кашеп1К и сотр. (9). Принцип пробы состоит в осаждении 
пепсином казеина молока. В модификации взят молочный порошок, проис- 
ходящий из одного источника, так чтобы содержание белка было постоянным. 


Реактивы: 1) ацетатный буфер срН 4,9 (4,2 г МаОН и 9,2 мл ледяной уксусной кислоты 
доводят дистиллированной водой до 100 мл); 

2)2нна; 

3) 0,2% водный раствор метилоранжа; 

4) молочный субстрат (1,3 г молочного порошка растворяют в 10 мл дистиллированной 
воды, добавляют 10 мл ацетатного буфера и фильтруют). 

Проведение пробы: Мочу для исследования берут постоянно в одни те же утренние 
часы, во избежание дневных колебаний. Измеряют количество собранной в течение 3 часов 
мочи, набирают пипеткой 2 млв пробирку и добавляют 0,1 мл 2 ННС и 0,05 мл индика- 
тора. Подогревают в течение часа в термостате при температуре 37°С. После этой активации, 
переносят в пробирку, находящуюся в водяной бане с той же температурой 0,1 мл активи- 
рованной мочи, добавляют к ней 0,9 мл предварительно подогретой дистиллированной 
воды и 1 мл ацетатного буфера, перемешивают, добавляют 0,5 мл молочного субстрата и сно- 
ва перемешивают. Измеряют секундомером время, проходящее до выпадения хлопьев 
казеина. 

У: 100 

Результат вычисляют в единицах по формуле 3-г › Где У = количество мочи, 
г — время реакции в секундах. Норма в пределах 15—40 единиц/час. 

Мочу, взятую для исследования, хранят в холодильнике до 14 дней, с несколькими 
каплями толуола. Активность пепсина или уропепсина определяют также по способу Апзоп 
для трипсина (описан ниже). Для этого вводят следующие изменения: 1) 2% раствор НЫ 
приготовляют не на едком натре, а на 0,06 Н НС! с РН 1,8: 2) не ждут 30 минут от момента 
добавления трихлоруксусной кислоты до фильтрации. 





ТРИПСИН И ХИМОТРИПСИН 


Трипсин и химотрипсин представляют собой самые важные протеолити- 
ческие ферменты панкреатического сока. Ферменты этого типа (гомоспецифи- 
ческие) встречаются в изобилии во Многих тканях и органах, следовательно 
они не специфичны для поджелудочной железы. Они там называются кате- 
псином В (8). Химотрипсины поджелудочной железы имеют два известных 
в настоящее время профермента — химотрипсиногены. Их молекулярная масса 
одинакова, но они различны по скорости движения в электрическом поле 
ипо абсорбции. Активированные ферменты проявляют одинаковую специфич- 
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ыва его циклической во) Акта. 
ходит путем разр тасту 
офермента проис А : у > Прич 
вация пр не пептид, который удалось изолировать и исследоват т 
отделяется полипепт кально при РН 6—9,0. ° 


кает опт. 
превращение проте а т ь 
Химотрипсиноген может активироваться энтерокиназой (новое наз 


энтеропептидаза) кишечного о и даже 
мотрипсин может вызвать аутокатализ, Утствии ионо 
а. йства, зато он располагает значител и 
трипсин почти лишен этого НН борот химотрипсин не проявл ЪНО больщей 
протеолитической активностью. +180 орот, я роявляет Коагули. 
рующих свойств, характерных для трипсина. имотрипсин расщепляет 
только пептидные, но и амидные, эфирные, гидразидные и Фосфамидные 
связи. Он может действовать в качестве эндо- и экзопептидазы. Принц 
его действия состоит в том, что при расщеплении пептидной цепи у карбо- 
ксильной стороны находится всегда ароматический остаток. Активность Хим 
трипсина тормозят ацилированные аминокислоты, некоторые производные 
жирных кислот и некоторые органические соединения фосфора, ингибиру- 
ющие также и холинэстеразу. 

Молекулярная масса трипсина равна около 34000. Трипсин неустойчив; 
он быстро инактивируется в растворе. Активность фермента весьма высока, 
Панкреатический сок содержит ингибитор с молекулярной массой около 6000 
Сильный ингибитор трипсина с большой массой (89000) был обнаружен в ко. 
ровьем молозивг, другие были найдены в бобах Соя и Лима, а также в белке 
куриного яйца. Сильный ингибитор трипсина находится также в живых 
клетках и в кровяной плазме. 

Оптимум действия трипсина находится, как и у химотрипсина, при рН 
8—9. Он особенно быстро разлагает денатурированный белок; на нативный 
белок он действует значительно слабее. Испытания на искусственных пепти- 
дах, а также на цепях А и В инсулина указывают на то, что действие фермента 
зависит от наличия такой связи, в которой карбоксильная сторона аминокис- 
лоты содержит щелочную группу. Эфиры подобной конфигурации также 
тидролизуются трипсином с еще большей скоростью, чем пептидные связи. 

К неспецифическим свойствам трипсина принадлежит активация протрох- 
бина в тромбин, что обосновывает его коагуляционную активность. По- 
мимо того, трипсин, при быстром введении в вену, активирует брадикини- 
ноген в брадикинин, а калликреиноген в калликреин. Указанные 
вещества вызывают падение кровяного давления. Эти явления не наблю- 
даются при медленном введении даже весьма больших количеств трипсина, 
благодаря сильным ингиби находящимся в крови. Есть также предио” 

ферменты типа трипсина могут играть роль 

мов аллергии (15). Наконец, из неспецифи- 

также некоторым другим протеазам, следует 

е действие. Зато предполагавшееся у И 

воря о ео ие фибринолитическое действие, оказалось недоказанным тя 
‘ринсина с системой свертывания крови, необходимо под 


КНуть, что ы 
= припсин не только может увеличить свертываемость крови (© 


выше), но и вызвать ге ибри” 
моррагический диатез всле ствие исчезновения ф 
ногена из крови (12). _- д Е 


Метод опре 
Принцип: 
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Химотринсин отличается сильной способностью створаживать 





























Реактивы: 1) субстрат — щелочный раствор гемоглобина. Конечное РН 7,5. Источником 
гемоглобина могут быть промытые и гемолизированные эритроциты воловьей крови. Тени 
эритроцитов отделяют центрифугированием. <онцентрацию гемоглобина опреде ляют 
обычными способами. 2,2 г гемоглобина вводят в колбочку емкостью в 100 ло 
наполненную водой, добавляют 36 г мочевины и 8 мл 
Ставят на 30—60 минут при комнатной температуре, 
КН.РО, и 4 г мочевины. В качестве консерванта при 
температуре 5°; 

2) 5% трихлоруксусная кислота (0,3 М); 

3) 0,5 Н Маон; 

4) фенольный реактив Фолина, разбавленный водой в пропорции 1:3. 

Ход определения: в пробирку, калиброванную при 25°, вливают 
исследуемого материала. Через 10 минут переваривания добавляют 1 


мл, наполовину 
ТН МаОНи доводят водой до метки. 
после чего смешивают с 10 мл 1м 
= . 

савляют 2 мг Мегноаг и хранят при 


встряхивая. Голубое окрашивание становится 
пригодным для колориметрии через 5 минут. Результат выражают в тЕд тирозина. Готовят 
стандарт, растворяя 8х 10-4 шЕа тирозина в 5 мл0,2 М НС вместо фильтрата, после три- 
хлоруксусной кислоты. Холостую пробу готовят, добавляя 1 мл исследуемого материала 
к трихлоруксусной кислоте прежде, чем смешать последнюю с раствором гемоглобина. 
Эмпирическая стандартная кривая, на которую наносят единицы трипсина по отношению 
ктЕч освобожденного тирозина, позволяет легко пересчитать результаты отсчета на единицы 
трипсина. 1, 2, 3, 4, 5 и 8х10-— единиц, соответствуют освобождению 178, 3*5, 570, 6:3, 
7'5 и 11х10 4 шЕа тирозина, после вычета контрольной пробы. Тот же метод с небольшими 
изменениями может служить для определения активности пепсина или уропепсина. 


Метод определения ингибитора трипсина в моче по Н. ]. Еааг- 
уапе (6). Принцип: протеолитическую активность заданного количества 
трипсина сравнивают с активностью такого же количества трипсина, к кото- 
рому добавили заданное количество мочи. Количество переваренного белка 
определяют колориметрически, пользуясь биуретовой реакцией. Разность 


обеих проб служит основанием для количественного определения торможения 
трипсина. 


Реактивы: 1) буфер Г: 0,05 М барбитурат натрия, рН 7,55 + Мас! до ионной силы 
0,15; 

2) буфер Ш: буфер 1+ 0,01 М СаСЬ . 2Н,О; 

3) кристаллический трипсин (24,4 единицы Апзоп/г); 

4) 3% казеин, выдержанный при РН 7,55 и разбавленный буфером Г; 

5) биуретовый реактив по Оумебгава+. 

Трипсин растворяют в 0,025 Н НС! (24 мг/100 мл). Этот раствор можно хранить при 
температуре 4? до 1 месяца. Из него приготовляют ех 1етроге рабочий раствор путем при- 
бавления 0,5 млк 15,5 мл буфера П. Стойкость рабочего раствора —2 часа при комнатной 
температуре. ы 

Приготовление казеина: 3,0 г казеина растворяют в 100 мл воды, подщелоченной 
ДО РН 8, и кипятят 15 минут, затем добавляют по каплям 2—3 мл1 Н м я и не 
охлаждая раствора. В момент осаждения казеина быстро приливают 4 мл . Раствор 
просветляется, его рН 2—2,2. Доливают 150 мл 0,17 М НСЮ, и ставят на ночь. о 
фугируют осажденный казеин, декантируют жидкость и несколько р ник а : 
так, чтобы он не был кислым. пи в буфере Т, добавляют 0,1 а до рН 7, 
и о объема мл. - 

А о реактива: 9 г ем м ое 
ряют в 400 мл 0,2 Н МаОН. Добавляют 3 г кристаллического Си5 ‚- затем 5 г К], а по. 
растворения доливают 0,2 Н МаОН до 1000 мл. Хранят при ее -й ен 

Ход анализа: 0,5 мл буфера 1, содержащего 3,75 иг р ет ты 
С 0,5 мл мочи, соответствующим образом разбавленной и . и Е: в 
бации добавляют 2 мл казеина и повторно инкубируют в течение 47 ее 
1мл2Н НОЮ.. Ставят на 1 час, при комнатной температуре, м ры т = 
прибавляют 1 мл 2 Н МаОН и 3 мл биуретового реактива. р ее. те = ур 
7°, определяют оптическую плотность при длине волны му. ие а 
Аокавляют после 20 минут инкубации мочи с трипсином, перед готб иена Она пред- 

Кривую разведений трипсина готовят путем определения Е р. НЕО Е 
ставляет собой прямую, проходящую через нолевую точку, поэтому ду 
определения. 
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Вв трудности приобретения препаратов трипсина с точных тр 
комендуется принимать за основание сравнительной шкалы такое я >, ре. 
О, т оторое дает торможение 50% активности взятого трипсина вы 


РЕНИН 


Ренин является протеазой почечного происхождения, появляющейся т 
ви в случаях аноксии почек. Он имеет характер лейцин-аминопептидазы. Эт ; 
фермент действует на специфический субстрат, которым служит белок и 
группы о.-глобулинов, называемый гипертензиногеном или преангиото, 
нином. Вследствие переваривающего действия ренина от типертензиноге 
отщепляется полипептид, называемый гипертензином или ангиотони. 
ном, обладающий свойством повьшать артериальное давление Крови. Ех) 
действие кратковременно, так как его быстро уничтожает очередной протео- 
литический фермент, гипертензиназа или ангиотониназа. Значение Го 
механизма в патогенезе разных форм гипертонии еще не вполне выяснено, 
Определение активности этого фермента не вошло в программу стандартных 
клинических анализов. 


ПРОТЕИНАЗЫ СВЕРТЫВАНИЯ КРОВИ 


'Тромбокиназа, тромбин и плазмин являются дальнейшими протеолитичес 
кими фермента большого значения (11). 

Тромбокиназа, согласно современным взглядам, образуется из двух фак- 
торов, из коих один присходит из плазмы, а второй из тромбоцитов. Ранее 
предполагали, что она возникает путем активации тромбопластиногена. Трох- 
бокиназа находится также и в тканях. Тканевая тромбокиназа, по-видимому, 
активнее плазменной; притом она сразу имеет активную форму. Химически 
она является липопротеидом. 

Тромбин представляет собой белок, вероятно глюкопротеид, с массой 
около 77000. Он разлагает пептидные глицильные связи фибриногена с 01- 
щеплением низкомолекулярного пептида, заканчивающегося глутаминовой 
кислотой. Он образуется из неактивного фермента протромбина под влияниех 
тромбокиназы. Протромбин производится клетками ретикуло-эндотелиальной 
системы, главным образом в печени, при участии витамина К. 'Тормозяще 
влияние дикумарола на образование протромбина состоит, по всей вероятности» 
в конкурентном действии, обусловленном его структурной аналогией с вита 
мином К. 

За единицу МТН (МаЧопа! Тазыиие оё НеаНВ) тромбина принято такое его 
количество, которое в течение 15 секунд, при температуре 28° свертыва" 
1 мл стандартизированного раствора фибриногена. Один мл плазмы содержит 
около 300 единиц МН. 

Фибринолизин или плазмин образуется из плазминогена, актив!" 
Русмого разнообразными ферментными факторами клеток и бактерий, И” 
трипсином. Хлороформ также является активатором. Если плазма лот 
стоит, начинается спонтанный фибринолиз. Осаждение альбуминов плазмы» 


связанное с р 
Удалением весьма сильного ингибитора, резко ускоряет ы усло- 
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гининамид. Плазминоген уже получен в ры обл 

алось кристаллизовать. Эти фермевть 
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‚ Однако, в принципе, это высокосп 
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ческие ферменты, направленные на основные белки 
фибриноген и фибрин, и поэтому о них будет речь в соо 
Здесь приводятся методы их определения. 

Определение времени фибринолиза 
в эуглобулинной фракции плазмы (11, 10). Принцип: фракция эугло- 
булинов, осажденная в разбавленной плазме, предварительно доведенной 
до изоэлектрической точки (рН 5,3), содержит плазминоген, фибриноген 
и все компоненты, необходимые для его свертывания, за исключением ионов 
кальция. Она не содержит ни ингибиторов системы свертывания, ни ингиби- 
торов фибринолитической системы. После прибавления хлористого кальция 
раствор эуглобулинов свертывается, а нетормозимый плазмин растворяет 
сгусток. 


свертывания крови 
тветствующей главе. 


В сгустках, образуемых 


Реактивы: 1) оксалат аммония 0,1 м; 

2) хлористый кальций 0,025 М; 

3) уксусная кислота 1%; 

4) боратный буфер в составе хлористый натрий 0,9% и бура 1%. 


нут при 1500 оборотов в минуту. 

К0,15 мл плазмы добавляют 8 мл дистиллированной воды и 0,15 мл 1% уксусной кислоты, 
РН раствора должно приближаться к 5,2. После 30 минут инкубации при температуре -4° 
пробу центрифугируют при 1500 оборотов в минуту. Отливают надосадочную жидкость, 
и осадок растворяют в 0,5 мл боратного буфера. Пробирку ставят в водяную баню и, 
через несколько минут, добавляют 0,5 мл 0,025 М хлористого кальция. Образующийся 
через несколько минут сгусток наблюдают каждые 10 минут, вплоть до полного рас- 
плавления. 


Интерпретация. Время от момента добавления хлористого кальция до 
полного растворения сгустка является мерой активности плазмина. Время 
определяется в минутах. 

Фибринолиз сгустков цельной плазмы (14). Принцип: сгустки 
цельной плазмы разбавляют буфером и растворяют фибринолитическими 
ферментами в течение нескольких часов. 


Реактивы: 1) 9,71 г трехводного ацетата натрия и 14,71 г мединала растворяют дистилли- 
рованной водой до объема 500 мл. К 50 мл этого раствора приливают 45 мл0,1 Н НС! и с по- 
мощью 0,85% МаС! доводят объем до 1 л; РН доводят до 7,4 при помощи 0,1 Н НС. Этот 
Е служит для разведения плазмы; 

тромбин 20 единиц/мл. 

Ход ре рр берут в пробирку в пропорции 1 часть 3,8% лимоннокислого 
натрия на 9 частей крови. Центрифугируют 10 минут при 1500 оборотов в минуту. Плазму 
разбавляют буфером с РН 7,4 в пропорциах: 1:60, 1:80, 1:100. К 4 мл разбавленной плазмы 
добавляют 0,2 мл тромбина. Наблюдают расплавление образовавшегося сгустка в водяной 
бане, при температуре 37°. Время записывают в минутах. 


Определение антиплазмина в плазме (16, 18). Принцип: фибрино- 
литическая активность очищенных препаратов плазмина инактивируется 
плазмой в зависимости от содержания антиплазмина. Активность антиплаз- 
мина определяют, сравнивая: а) время фибринолиза сгустка, образованного 
из очищенного фибриногена под влиянием одного плазмина, 6) время 
Ффибринолиза в той же системе с добавлением исследуемой плазмы в раз- 
ведении. 


Реактивы: 1) боратный буфер по Ра№зсв; 
2) фибриноген по Кекучск, 0,2% раствор; 
3) тромбин 20 единиц/млу 
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«Е ен по методу Могизап (Моттап р 
плазмин танно-активный был получ М С 
о я И 96 9) из человеческого плазминогена, приготовле, 
Ехр. В10!. Мед. ‚ 96, 


Кл : . 1953, 204, 949). и : 
(Кше Ш. Г. ]. Вю. Свет Я быть подобрана так, чтобы время Расплавления С 
О арльныя плазмы, составляло 3—5 минут. уста 
я > { 5: 
образуемого без АВЗНИя атном буфере готовят разведения от 1:2 до 1:20 5 
Ход определения: в а 0,2 мл буфера. Добавляют 0,2 мл плазмина Инк СК. 
[2 й > 4 Е у. Кус - 
дуемой и контрольной тат добавляют 0,4 мл 0,2% фибриногена и 0,1 мл тромбино г. = 
5 минут при ый образовавшихся сгустков в водяной бане при температуре т 
деляют время т ренелеНи антиплазмина рекомендуются такие разведения плазь ое 37. 
ее са сгустка равно 8—12 минут. 


Зи = 
которых Е отоданой пробы (только с буфером, без плазмы) должно Нант 
3. ее а Результаты выражают в минутах или в процентах к норме (интерполяци 


кривой разведений стандартной плазмы) или в показателе. 


- 3 Рис 
ного по К: 
Ще 


ы, Для 


время лизиса сгустка пробы с плазмой больного 


время лизиса сгустка пробы с плазмой здорового 
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ПЕПТИДАЗЫ 
МАЕТАМ ОБЕОУКТ 


Пептидазы подобно протеазам являются ферментами, разрывающими пеп- 
тидную связь. Первоначально предполагали, что они действуют только на 
малые пептиды. Позднее оказалось, что это различие не столь резко. Согласно 
классификации, предложенной Вегетапи (10); пептидазы относят в грушу 
Т.Н. „экзопептидаз“. Ферменты этой группы, вероятно, способны расще 
связи в пептидной цепи. Некоторые из них в состоя 


х су 
на скорости расщепления разных я 
уппы или карбоксильной группы в Ко 
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ие отдельных активностей на основании разниц в оптимуме РН или при 
ыы и разных активаторов и ингибиторов. Эти трудности являются при- 
== - того, что например в сыворотке, за исключением отдельных, точно 
9 пределенных пептидаз, нет возможности точно указать число ферментов. 
Большинство пептидаз требуют, для достижения полной > Е 
ствия ионов определенных металлов. Это главным образом Со" > 
и 7п"+. Способность человеческой сыворотки разлагать простые пептиды 
издавна известна (1, 11, 31, 51, 87). Происхождение пептидаз сыворотки неиз- 
вестно. Эти ферменты встречаются во многих тканях и органах. Особенно 
высокие активности были найдены в почках. В эритроцитах активность пеп- 
тидаз якобы в 40—50 раз превышает их активность в плазме (2). Лейкоциты 
и лимфоциты также, по-видимому, богаты этими ферментами. Многие иссле- 
дователи наблюдали увеличение активности пептидаз в лихорадочных со- 
стояниях, при шоке и ожогах (7, 31, 92). Предполагалось, что это увеличение 
может быть вызвано распадом лимфоцитов (23, 24), о чем свидетельствовала 
болышая пептидазная активность в лимфоцитах и лейкоцитах (24, 36, 57), 
а также факт разрушения лимфоцитов в упомянутых патологических состо- 
яниях под влиянием стимуляции системы гипофиз-надпочечники (15). Даль- 
нейшие исследования показали, что введение АКЛГ и экстрактов надпочеч- 
ников не вызывает повышения пептидазной активности сыворотки (66). 
Подобным образом, введение кортикостероидов собакам вызывало значи- 
тельную лимфопению, но пептидазная активность не увеличивалась (71). Ма- 
локровие, вызванное у собак фенилгидразином, протекает с повышением 
пептидазной активности в сыворотке, по отношению к глицил-глицину 
и глицил-глицил-глицину. Это наблюдение вызвало подозрение о том, что 
повышение активности пептидазы сыворотки при шоке и ожогах обусловлено 
распадом эритроцитов. Часть пептидазы сыворотки происходит главным об- 
разом из печени. Об этом свидетельствует увеличение активности пептидаз 
при болезнях печени. 2 

К наиболее важным пептидам, разлагаемым сывороткой человека, принад- 
лежат глицил-глицин, глицил-лейцин, Е-лейцил-глицин, глицил-С-тирозин 
(20), глицил-Г-пролин, глицил-глицил-глицин, Т.-лейцил-глицил-глицин, 
Т-аланил-глицил-глицин, а также у-глутамил-пептиды (58, 83). 

Кажется несомненным, что в сыворотке человека находятся следующие 
индивидуальные пептидазы: лейциламинопептидаза, глицил-глицил-дипепти- 
даза, пролидаза, окситоциназа, аминотрипептидаза и у-глутамил-транспепти- 
даза. 














КАРБОКСИПЕПТИДАЗА (КбП) 





Этим названием определяют фермент или группу ферментов, катализиру- 
ющих расщепление пептидной связи у пептидов или белков, на том конце 
пептидной цепи, на котором находится аминокислота со свободной карбо- 
ксильной группой. Наличие этих ферментов было обнаружено главным об- 
разом в поджелудочной железе. 

Так называемая карбоксипептидаза А (КбП-А) была изолирована 
в кристаллическом виде из поджелудочной железы Апзоп (4, 5). Этот фер- 
мент выделяется поджелудочной железой в виде неактивного профермента 
называемого прокарбоксицептидазой А. Активация фермента происходит 
зоо влиянием трипсина (5, 43). Кристаллическая КбП-А представляет собой 
нь орать содержащий 1 грамматом цинка на моль фермента (85). 
а 

же ароматические аминокислоты, как фенилала- 
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нин, тирозин и триптофан, или аминокислоты с разветвленной алифатие 
цепью, как лейцин и изолейцин (72). Примерным субст Ческо 


Ратом, расщепл 
КбП-А служит хлор-ацетилтирозин. Яемыц, 


он 


о сн 
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|: | 
с-сн,-с--мн-сн-соон 


Пептиды, имеющие со стороны свободной карбоксильной ГРУППЫ цистенн, 
цистин или основные аминокислоты, не подвергаются гидролизу. ) 

Из секрета поджелудочной железы был изолирован второй фермент, по- 
лучивший название карбоксипептидазы В (22). И этот фермент имеет 
вид неактивного поофермента, активируемого протеолитическими фермен- 
тами. КбП-В действует на пептиды со стороны свободной карбоксильной 
групны, состоящей из таких основных аминокислот, как аргинин, лизин 
и орнитин. Таким образом КбП-В обладает дополнительной специфичностью 
по отношению к КбП-А. 

Кроме соответствующих пептидов, КбП-В расщепляет также с большей 
скоростью, аналогичные им сложные эфиры (78). Примерными субстратами 


этого типа служат гиппурил-Г.-фенилаланин и его аналог, гиппуровый эфир 
В-фенилмолочной кислоты. 
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для достижения полной активности в ионах Мо*+ ++. Название фер- 
мента обусловлено тем, что он гидролизоналенией или Ми , 


Дальнейшие исследования показали, 
тканях. Ее нашли в вытяжках из по 
железы, сердечной и скелетной мыпщ, 
зме (25). Фермент не был, однако, 


чек, печени, селезенки, вилочковой 
гипофиза, матки, а также в моче и пла- 
охарактеризован во всех тканях, так что 
кре > си ферментов, отличающихся сродством 

у , › даже при подобной специфичности, различных 
по эстеразной функции или роду активирующих металлов. Зрасктап и сотр. 
получили, путем фракционирования сернокислым аммонием и ацетоном, 
а также при помощи хроматографии на бумаге, почти 1700-кратную очистку 
фермента из свиных почек (79). Молекулярный вес очищенного фермента 
приближен к 300000. По-видимому, он активируется исключительно ионами 
МЕ" и Мп*+, ионы Са*+ и Со++ не влияют на его активность. Ионы №*+, 
Гот и Ее*+ проявляют слабое тормозящее действие; сильными ингибиторами 
фермента являются ионы СА“+, Си++ и Не". Ионы Ма++ стабилизируют вы- 
сокоочищенный фермент, особенно в концентрации 0,005 М; хелирующие 
соединения, удаляющие ионы магния и марганца, могут вызват необратимую 
инактивацию фермента. 

ЛАП разбивает только пептидные связи №М-концевой аминокислоты в Г, 
конфигурации. Ряд аминокислот, образующих свободную аминогруппу в пеп- 
тидной цепи, подвергаются отщенлению, при условии наличия свободной 
аминогруппы. Амиды соответствующих аминокислот. также расщепляются 
ферментом. Первоначально предполагали, что фермент не атакует эфиры 
аминокислот (74, 75), однако, впоследствии был доказан гидролиз ряда эфиров 
аминокислот посредством ЛАП (70), например бутилового эфира Г.-лейцина, 
хотя скорость его распада по сравнению со скоростью распада Г.-лейциламида 
была невелика. Фермент не проявляет транспептидазной активности (40). 
Специфическим субстратом для ЛАП считается Г.-лейциламид. Первоначально 
для определения активности ЛАП довольно часто применялся лейцил-глицил- 
глицин. Этот субстрат разлагается не только ЛАП, но и аминотрипептидазой, 
зато [.-лейциламид расщепляется исключительно ЛАП, а не трипептидазой. 
Скорость разложения ферментом разных пептидов лейцина зависит также от 
участия в реакции ионов Мп*! или М2**. Быстрее всего разлагаются следу- 
ющие субстраты: Г-лейциламид, Г-лейцил-СГ-лейцин, Г-лейцил-глицин, 
Г-лейпил-Г.-аланиламид, Г.-лейцил-Г.-валиламид. 


СЕ. СН, СН, СН; СН; ет 
о Ви а 
СН — 
| | 
СН, вы СН» 
Номн, НСМН. НСМН, 
ла (о—мн-сн, соон и расе 
СН: 
Г.-лейциламид Т,-лейцил-глицин Т.-лейцил-Г.-аланиламид 


Субстраты лейциламинопептидазы 

Со значительной скоростью разлагаются также те пептиды, конце- 
вая аминогруппа которых входит в состав Г-аланина и Г-гистидина, 
как например Г.-аланил-Г-лейцин и Г-гистидил-глицин. Намного медлен- 
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нее расщепляются пептиды со свободной группой, принадлежащей Е 
ну. Глицил-Г-лейцин, например, гидролизуется В 10 раз медленнее тЛици. 
цил-глицин почти в 100 раз медленнее, чем Т.-лейцил-Т.-лейции или Го 
циламид. О-лейциламид и ЮО-лейцил-глицины не подвергаются Сей 
плению. Рас 

Не было обнаружено торможения ЛАП йодацетамидом или И-хлормерк 
бензоатом, что доказывает, что для активности фермента последний = 
дается в присутствии $Н групп. Фермент сильно тормозится соединен Нуж- 
связывающими металлы, как ЭДТК. (этилендиаминтетрауксусная ИИ, 
или цитраты. лота) 

Очищенные препараты ЛАП применялись при исследовании 
белков. Было доказано, что фермент обладает способностью отщ 
-концевые аминокислоты у разных молекул белка (41). 

При исследовании активности ЛАП по отношению к Т.-лейциламиду был 
обнаружена активация фермента ионами Са+ и торможение ионами Ме ь 
и Мп*+. Подобные свойства обнаруживает фермент сыворотки при опреде- 
лении его активности по отношению к Г-лейцил-глицину (20). Это противо 
речит наблюдению, указывающему на то, что лейциламинопептидаза из раз- 
ных тканей, после очистки, нуждается для достижения полной активности 
в ионах Ме" и Мп**. Возможно, что сыворотка содержит фермент в актив- 
ной форме. В пользу этого предположения говорит факт, что предварительная 
инкубация сыворотки с ЭДТК. заметно уменьшала активность ЛАП. Актив- 
ность ЛАП, определяемая при Г-лейциламиде, без добавления ионов ме- 
таллов, составляет у здоровых лиц в среднем 0,908 (0,44—1,21) „М на МЛ 
сыворотки и час. Оптимум рН фермента сыворотки для гидролиза Т.-лейцил- 
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Сошо предложил определять активность аминопептидазы сыворотки при 
помощи хромогенных субстратов, представляющих собой соединение глицина 
и аланина с нафтиламином. В ходе реакции освобождается нафтиламин, обра- 
зующий с диазониевыми солями диазопигменты. Последние можно опреде- 
лять колориметрически (29). Этими субстратами можно одновременно вос- 
пользоваться для гистохимической локализации фермента в тканях. Отееп 


ботали Со@Баге и сотр. (26). Для этого субстрата оптимум РН ЛАП, как 
В моче, так и в сыворотке был равен 32 

Повышение активности ЛАП было констатировано в сыворотке беремен- 
ных, особенно в конце периода беременности (33), а также в известном про- 
центе случаев при злокачественных новообразованиях (26, 14). Рост актив- 
ности ЛАП наблюдается при остром панкреатите, эпидемическом гепатите, 
механической желтухе и при метастазах злокачественных опухолей в печени. 

величение активности ЛАП в сыворотке, по некоторым авторам, можно 
использовать в диагностике рака поджелудочной железы (62). По этому во- 
просу мнения авторов расходятся (52). 

При электрофорезе белков сыворотки активность ЛАП можно обивружит, 
в постальбуминной фракции, или же в пределах быстродвижущейся фракци 
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АМИНОТРИПЕПТИДАЗА 


Аминотринептидаза представляет собой 
мент, гидролизующий ряд трипептидов. 
прилегающую к свободной аминогруппе трипептида (76). Из типичных для 
этого фермента субстратов следует назвать глицил-глицил-глицин (РГГ) 

=> ) 
глицил-глицил-саркозин, глицил-глицил-Г.-пролин, Т.-лейцил-глицил-глицин 
(ГГ), глицил-глицил-Г-лейцин и Г.-аланил-глицил-глицин (АГГ). Металлы, 
по всей вероятности, не оказывают активирующего влияния на фермент. 
Лучшим субстратом для аминотрипептидазы является ГГГ, так как это ве- 
щество весьма слабо реагирует на лейциламинопептидазу. 

В сыворотке человека обнаруживают активность фермента по отношению 
к ряду трипептидов (24, 76). Оптимум рН для гидролиза ГГГ в сыворотке 
равняется 6,8 (20). Согласно данным НазсНеп (37) оптимум РН для разложения 
АГГ составляет 7,2, а для ЛГГ 7,6. Этот сдвиг оптимума РН для двух послед- 
них трипептидов, возможно, вызван тем, что на их гидролиз влияет лейцил- 
аминопептидаза, находящаяся в сыворотке. Оптимум РН аминотрипептидазы, 
получаемой путем очистки из человеческих эритроцитов, составлял для всех 
трех субстратов (ГГГ, ЛГГ, АГГ) 7,0. Активности в сыворотке при рН 7,2 
по отношению к ГГГ, ЛГГ и АГГ образуют пропорцию 1 : 1,5:3. Те же цифры 
верны и для лейкоцитов; пропорция для эритроцитов составляет 1: бт 
Фермент в сыворотке сильнее всего активировался Со*++ в концентрации 
0,002 М. Значительно слабее действовали Рот, Ме и Мп++. 86,0% тор- 
можения получалось при 0,001 М концентрации ЭДТК. 

Происхождение аминотрипептидазы сыворотки неизвестно. Возможно, что 
в некоторой степени она происходит из лейкоцитов. Активность плазмы для 
ГГГ не увеличивается в продолжение 24 часов после нефрэктомии; следова- 
тельно, почки не играют существенной роли в выведении фермента из орга- 
низма. В пользу этого предположения говорит также отсутствие роста актив- 
ности фермента сыворотки при уремии. Одновременное определение актив- 
ности для ЛГГ в бедренной артерии и печеночной вене указывает на исчезно- 
вение фермента из системы воротной вены, особенно при высокой актив- 
ности фермента в сыворотке (68). 


распространенный в тканях фер- 
Фермент атакует пептидную связь, 


ГЛИЦИЛ-ГЛИЦИЛ-ДИПЕПТИДАЗА 


Этот фермент специфичен по отношению к гидролизу глицил-глицина, но 
не разлагает других дипептидов. Кроме глицил-глицина, фермент гидроли- 
зует саркозил-глицин и глицил-р-аланин, но значительно медленнее. Для 
действия фермента необходимо наличие как свободной аминогруппы, так 
и свободной карбоксильной группы у гидролизуемого дипептида. ыы 
активируется ионами Со**, которые в определенных условиях могут быть 
замещены иона ы- х 

=” НЫ ем глицил-глицил-дипептидазу (71). По не (19), 
в присутствии ионов Со*+ в сыворотке наблюдаются три оптимума рН для 
разложения глицил-глицина: 6,2—6,3, 6,8 и 8,0—8,3. При Ея ионов 
Со активности весьма малы; для достижения полной активности необходима 
предварительная инкубация фермента с этими ионами. В присутствии ыы. 
Мит+ гидролиз глицил-глицина обнаруживает только один оптимум р 
при 7,4. Активность фермента в фосфатном буфере значительно ее ей 
в вероналовом, что вызвано осаждением фосфорнокислого магния. дя о 
приведенным данным, гидролиз глицил-глицина в сыворотке катализиру 
ется более, чем одним ферментом. 
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ГЛИЦИЛ-Г.-ЛЕЙЦИЛ-ДИПЕПТИДАЗА 


Этот фермент был открыт в = и мышще крысы. о 
руется ионами 7п**. Типичным я него су страт служит глицил- ли 
саркозил-Г-лейцин и В-аланил-Г-лейцин значительно медленнее раза ин; 
под его влиянием. Подобно другим дипептидазам, и этот фермент мы 
только на те субстраты, которые содержат свободные аминовые и карбокс ) 
ные группы, прилегающие к атакуемой пептидной связи. Глицил-Гдейй® 
быстро разлагается сывороткой человека (19). Неизвестно, вызван ли ы 
распад специфической дипептидазой, или другими аминопептидазами, т 
активирует гидролиз этого дипептида, зато Мп" + проявляет в данном сдуч е 
активирующее действие. При оптимальной концентрации Мп**, опти Ни 
для разложения глицил-Г-лейцина составляет 9,4 в вероналовом бу 
В присутствии ионов Со активность фермента и оптимум РН значите е Г 
ниже. По НазсВеп (39), глицил-Г-лейцин в человеческой сыворотке аль, 
тается при участии двух ферментов. Один из них проявляет оптимальниь, 
активность при РН 7,8, без ионов металлов, а второй оказывает Действие 
лишь после активации ионами Мо! и Со++ и его оптимум находится при РН 
9,0. Первый фермент, возможно, тождествен дипептидазе, чувствительной 
к ионам 7+, обнаруженной в разных органах, а также в эритроцитах и лей 


коцитах. 


ИМИНОДИПЕПТИДАЗА — ПРОЛИНАЗА 


Пролиназа представляет собой фермент, специфически разлагающий дипеп- 
тиды со свободной иминогруппой пролина и гидроксипролина. Типичными 
для этого фермента субстратами являются Г.-пролил-глицин или Г.-гидрокси- 
-пролил-глицин (32). Ферменты с такой специфичностью встречаются в ки- 
шечнике, селезенке и легких. Очищенные препараты фермента были полу- 
чены из почек. Ионы Мп* и С++ оказывают активирующее влияние на 
фермент (56). 


ИМИДОДИПЕПТИДАЗА — ПРОЛИДАЗА 


Этот фермент был открыт Вегетапи и Егитоп (8, 9) в слизистой кишечника. 
Он распространен в животных тканях. Он специфически катализирует рас- 
щепление пептидной связи, в которой находится иминогрупиа пролина или 
гидроксипролина. Типичным субстратом для пролидазы служит глицил-1^ 
-пролин. Этот фермент является дипептидазой и нуждается для проявления 
каталитического действия в присутствии как свободной аминогруппыь 1х 
и свободной карбоксильной группы У атакуемого дипептида. Ионы № 
активируют фермент. Пролидаза из свиной почки была очищена в 12000 раз 
(16). Сыворотка содержит активную пролидазу (71, 77). 


ОКСИТОЦИНАЗА (ОТЦ) 


В крови беременных находят фермент, разлагающий гормон задней 
мозгового придатка — окситоцин. У небеременных женщин и У ря 
мы В аивируется весьма медленно. Это явление впервые звание 
баны › а фермент, имеющий характер пептидазы, получил Н ось 

чиназы (ОТП). Исследование активности этого фермента проводило, 
опред инкубировали сыворотку с окситоцином и, по И дина 
то времени, определяли количество неразложенного ок 
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биологическим методом на изолированном роге матки ‘крысы. Результаты + 
этих исследований нашли подтверждение и были расширены многими авто- 
рами (60, 69, 88, 89, 90). Активность ОТЦ в сыворотке растет во время бере- 
менности; в период родов кровь матери разлагает в 60 раз больше окситоцина, 
чем в норме (69). После родов активность ОТЦ в плазме исчезает почти пол- 
ностью в продолжение 10—14 дней. ОТЦ была обнаружена исключительно 
в плазме беременных женщин и, в одном случае, у беременной обезьяны- 
резуса. В плазме лошади, собаки, свиньи и морской свинки не было обнару- 
жено активности фермента. Таким же образом ОТЦ разлагает орастин и син- 
тетический гормон синтоцинон (12). Практическая ценность определения 
активности ОТЦ, по мнению авторов, состоит в возможности диагностиро- 
вать беременность, а величина активности позволяет судить о продолжитель- 
ности беременности. При беременности, осложненной угрожающим выки- 
дышем, активность ниже положенной, по отношению к продолжительности 
беременности. Авторы полагают, что о внутриматочной гибели плода свиде- 
тельствует пониженная по отношению к его возрасту активность ОТЦ, или 
приостановление роста активности фермента в крови (69). Приведенным 
данным противоречат исследования Гаскег и Туег (17), утверждающих, что, 
начиная с половины беременности, активность ОТЦ в плазме уменьшается 
и почти полностью исчезает в конце этого периода. 

Окситоцин представляет собой октапептид, в котором аминогруппа поло- 
вины молекулы цистина образует М-концевую аминокислоту. 





Цис-Тир-Илей-Глу(МН,)-АспОМН,)-Цис-Про-Лей-Гли(М Н,) 
| | 
$ _ $ 


Окситоцин 








ЫЛИ ПОЛ Воздействие ОТЦ на этот пептид, вероятно, заключается в разрушении 

ЛИЯНИе пептидной связи, соединяющей М-концевую половину молекулы цистина 

с остальной частью пептида. Следовательно, этот фермент является специфи- 

ческой аминопептидазой. Гирру и МезуаБа (84) предложили синтетический 

хромогенный субстрат для определения активности ОТЦ Т.-цистинил-ди-В- 

-нафтиламид, содержащий цистиновый фрагмент окситоцина, связанный 

) с двумя молекулами В-нафтиламина. Оказалось, что сыворотка небеременных 

ое женщин очень медленно разлагает этот субстрат, зато сыворотка беременных 

ри действует на него значительно быстрее (55). Сыворотка человека содержит 

аминопептидазы, способные разлагать нафтиламиды ряда аминокислот. 

Испытывались глицил-В-нафтиламид, аланил-В-нафтиламид и лейцил-р- 

-нафтиламид. Все эти субстраты разлагаются сывороткой мужчин, а также 

беременных и небеременных женщин, со значительной скоростью. Рост ами- 

нопептидазной активности по отношению к этим субстратам во время бере- 

менности значительно меньше, чем по отношению к цистинил-ди-В-нафтил- 

амиду; это значит, что появляющийся во время беременности фермент 
сыворотки не тождествен с обычной лейциламинопептидазой (55). 

Имеется предположение, что ОТЦ происходит из плаценты. Кажется 
несомненным, что Г.-цистинил-ди-В-нафтиламид разлагается не только окси- 
тоциназой, но и другими пентидазами. В пользу этого предположения говорит 
наличие в эритроцитах пептидазы, атакующей этот субстрат, а также увели- 
чение активности сыворотки по отношению к этому субстрату при болезнях 
печени. Дальнейшие работы должны выяснить, во-первых, какие пептидазы 
Разлагают цистиновый субстрат, во-вторых, какова специфичность ОТЦ 
по отношению к разным субстратам. 
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›-ГЛУТАМИЛ-ТРАНСПЕПТИДАЗА (ГГТН) 


ГГТИ является ферментом, катализирующим перенос у-глутами; 
остатка с у-глутамил-пептидов ва аминокислоты или пептиды с ра 
нием новых у-глутамил-пептидов. Разница между этим и остальным Зова- 
санными в предыдущих главах, ферментами состоит в специфической о 
ровке фермента на пептидные связи, в которых принимает участие Жени. 
боксильная группа глутаминовой кислоты. Следующее различие состоит : та. 
что в то время, когда в реакциях, катализируемых остальными пептидазац 
преобладает процесс гидролиза и транспептидация, если последняя ма 
имеет место, представляет лишь незначительную часть реакции, то вр а 
катализируемых ГГТП, в основном происходит транспептидация, а о 
субстрата отодвигается на задний план. Лиз 

Реакция переноса у-глутамильного остатка была впервые доказана т 
помощи хроматографии Напез и сотр. в экстрактах из бараньей почки, с =. ы Н 
тионом в качестве субстрата (34). Акцептором у-глутамильного остатка ое, 
быть сам глутатион или любая аминокислота, а также некоторые пептиды 
При использовании глутатиона в качестве субстрата могут происходит сле. 
дующие реакции (35, 6, 21, 44, 64): й 


глутатион + Н.О -> глутаминовая кислота -- цистеинил-глицин 
глутатион + глутатион -> у-глутамил-глутатион + цистеинил-глицин 
глутатион + аминокислота (или пептид) -> у-глутамил-пептид + цистеинил- 
глицин 


у-глутамил-транспептидаза, быть можеть тождественна ферменту, ранее 
называвшемуся „глутатионазой“, разлагающему глутатион (44). Активиро- 
вание разложения глутатиона рядом аминокислот и пептидов объясняется 
участием последних в качестве акцепторов у-глутамильного остатка в реакции, 
катализируемой ГГТИ. Руководствуясь приведенными выше уравнениями, 
можно определит распад глутатиона, измеряя количество освобожденного 
цистеинил-глицина или количество глутатиосна, исчезающего из реакционной 
среды. Некоторые авторы (21) пользовались для определения цистеинил 
-глицина, образущегося при ферментативном разложении глутатиона, моди 
фикацией метода ЗшНуап и Незз (80). Однако, этот метод не давал хороших 
результатов в руках других работников (8). Применяли также метод с аллокса- 
ном Рацегзоп и Гахаго\ (61) для определения количества разложенного глУ° 
татиова в реакциях, катализируемых ГГТП. 

Применение глутатиона в качестве субстрата для ГГТИ при рН около 9, 
Я ГГТИ, скрывает в себе серьезную опасность, так как р 

го сое, (9 ом 3 
ера динения при данном рН может стать источник! 
о Оно Е и ЗхеуусаК обнаружили в сыворотке челове 
отных специфическую пептидазу, способную разрыват 

о: Е о оочания-озаминонир су 
РЕ ‚= пределения активности этого фермента, причем не 
а о ИНопроионитрил (83). Дальнейшие Бария 
пептидазой (58). ея этого фермента. Он оказался ам 

пе в экстрактах о ия рые, р 
соединения в качестве суб овцы (34). При использовании 7 


ат. й й ем 
том, является транспени стр т главной реакцией, катализиру 
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Факт, что специфичность ГГТИ ограничивается у-глутамильным остатком, 
и что остальная часть пептида имеет второстепенное значение, сделал воз- 
можным и синтез и применение субстрата, позволяющего быстро определять 
активность фермента в сыворотке и тканях. Субстрат у-глутамил-а-нафтил- 
амид, введенный для определения ГГТИ Опюо\зЁ и З2еусгиК (59), служит 
в реакции, катализируемой данным ферментом, одновременно акцептором 
и донором у-глутамильных остатков, причем реакция проходит главным 
образом соответственно уравнению: 


2 у-глутамил-а-нафтиламид — у-глутамил-у-глутамил-я-нафтиламид -+ 
+ х-нафтиламин 


Количество освобождаемого я-нафтиламина является мерой активности 
фермента. Применяя этот метод, авторы исследовали ряд свойств фермента 
и его распространение в человеческом организме. Самую высокую активность 
фермент проявил в почке. Принимая его активность в этом органе за 100%, 
можно выразить активность фермента в поджелудочной железе числом 8,3%, 
в печени 3,9%, в селезенке 1,5%. Исследование остальных органов практи- 
чески не обнаружило активности ГГТП (59). Кроме сыворотки, фермент 
встречается постоянно в моче, желчи и в патологических жидкостях; в эритро- 
цитах он отсутствует. Металлы не активируют фермент. Ввиду того, что 
ЭДТК тоже не оказывает влияния на активность фермента, можна полагать, 
что активность ГГТИ не зависит от присутствия ионов металлов. М-этил- 
-малеимид тормозит фермент в сыворотке на 60%, при концентрации 10-2? М. 
Монойодацетат тормозит на 17% при той же концентрации. При концентрации 
102 М глицил-глицин активирует фермент РН 8,8 на 90%, а Т-глутамин 
и Г-аргинин — приблизительно на 30%. Оптимум РН фермента в сыворотке 
равняется около 8,8. Активация глицил-глицином объясняется тем, что этот 
дипептид принимает участие в реакции, катализируемой ГГТИ в качестве 
акцептора у-глутамильных остатков, так как в его присутствии реакция про- 
ходит следующим образом: 


у-глутамил-я-нафтиламид + глицил-глицин -> у-глутамил-глицил-гли- 
цин + я-нафтиламин 


Активирование аминокислотами идет по тем же механизмам. Глицил-глицин 
активирует фермент в зависимости от РН среды. При рН 7,4 активность 
фермента составляет лишь десять с лишним процентов, при РН 8,8 глицил- 
`тлицик активирует на 400%, а при оптимуме РН лишь на 90%. Следовательно, 
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в физиологическом диапазоне РН фермент почти неакти: т 
акцептора у-глутамильных остатков. 1 лутатион резко тормозит реакцию и 
тализируемую ГГТП с у-глутамил-а-нафтиламидом в качестве субст ата 
чем торможение имеет компетитивный характер. ГГТП сыворотки, а Пр 
происходит из печени, так как активность фермента изменяется преди 
ственно при болезнях печени; болезни почек в менышей степени лия 
активность фермента сыворотки. Умеренное повышение активности ТГ 
встречается при эпидемическом гепатите, хроническом гепатите и при обра 
ном псевдоциррозе печени на почве правожелудочковой недостаточности 
Резкое увеличение активности фермента, иногда превышающее во о = 
физиологические величины, наблюдается при механической желтухе, хо, 
лангите, а также при первичных и метастатических новообразованиях печени 
Рост активности ГГТПИ в сыворотке сопровождает новообразования тени, 
даже без симптомов желтухи (81, 82). , 
При помощи у-глутамил-я-нафтиламида удалось выявить локализацию 
ГГТИ гистохимическим методом в разных тканях (3). В почках человека 
фермент был локализован преимущественно в щетковидной каемке извитых 
| канальцев первого ряда, а также в ферейновых пирамидках. Не обнаружено 
активности фермента в клубочках и в собирательных канальцах. В подже- 
лудочной железе фермент был найден во внешнесекреторной части. Его не 
было в лангергансовых островках (3). 


ен в 























МЕТОДЫ ОПРЕДЕЛЕНИЯ АКТИВНОСТИ ПЕПТИДАЗ 


При воздействии пептидаз на субстрат в реакционной среде появляются 
свободные карбоксильные и аминовые группы, количество которых может 
служить мерой скорости реакции и активности фермента. Увеличение коли- 









титрованием их в присутствии нафтолкрасного, 
противодействующего кислотности карбоксильных 
иногрупи определяют также газометрическим ме- 
тодом уап З1уке, превращая их азотистой кислотой в молекулярный азот (86). 
Следующим способом определения активности пептидаз является хромато- 
графический метод, при помощи которого отделяют образующиеся в ходе 
реакции аминокислоты от субстрата и определяют их количественно после 
аги. При исследовании активности пептидаз можио 
способом с нингидрином. Он состоит в том, что я 
получаемые при гидролизе пептида, дают более Е 
цию с нингидрином, чем сам пептид. По стандарт, 
а основании растворов, содержащих субстрат (петтил) 
а в разных пропорциах, легко найти количество ра 
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‹и определи: служ - 
чески определимое, служит -мерой активности фермента. Примером такого 


у ата явл; лейци 
=. ре ан эелцил-В-нафтиламид, введенный Стееп и сотр. для опре- 
де; „’ лейцинаминопентидазыь (33). Этот субстрат содержит 


характерную Г-лейцильную группировку, отвечающую условиям специфич- 
”. ны, Под влиянием фермента происходит распад 
к ана > ы нафтиланина; последний служит для колориметри- 
окоятоциназы (8) Имеются подобные субстраты для определения 

6 > 7 глутамилтранспептидазы (59), трипсина (65) химотрип- 
сина (63) и других. Преимущество хромогенных субстратов состоит в возмож- 
ности быстро и точно определять с их помощью активность фермента, а также 
нередко производить гистохимическую локализацию ферментов в гиСтОлОгИ- 
ческих срезах. Некоторые лаборатории до сих пор определяют активность 
пептидаз в сыворотке при помощи разных пептонов и продуктов гидролиза 
белков. Такие субстраты не отвечают требованиям специфичности для ин- 
дивидуальных пептидаз сыворотки. Они разлагаются одновременно несколь- 
кими ферментами, что значительно затрудняет интерпретацию получаемых 
результатов. 

Определение активности пептидаз сыворотки по ЗшИиВ и сотр. 
Метод заключается в титровании количества карбоксильных групи, осво- 
бождаемых во время ферментативной реакции по способу, предложенному 
Стаззтапл и Неу4е (30). Активность аминотрипептидазы определяют по отно- 
шению к глицил-глицил-глицину, активность лейцинаминопептидазы по 
отношению к Г-лейциламиду, а пролидазы по отношению к глицил-Г.-про- 
лину. Авторы определяют активность всех пептидаз при рН 7,8. 


Реактивы: 1) раствор субстрата 0,125 М готовят, растворяя в мерных колбочках ем- 
костью по 10 мл, 236 мг глицил-глицил-глицина, 208 мг хлористоводородного Г.-лейцилами- 
да, 165 мг глицилглицина и 226 мг глицил-Г.-пролина. Каждый из растворов доводят до 
РН 7,8 едким натром; 2) вероналовый буфер 0,1 М рН 7,3; 3) 0,01 М раствор СоСЬ и 0,01 М 
раствор МпС/,; 4) 0,01 М раствор КОН в 90% этаноле; 5) 100% этанол; 6) 0,1% раствор 
тимолфталеина в 95% этаноле. 

Ход. определения: в колбочку емкостью в 2,5 мл отмеривают 1,0 мл соответствующего 
субстрата и добавляют 0,75 мл вероналового буфера. К. инкубационной смеси с глицил- 
-глицином добавляют 0,25 мл 0,01 М СоС!,, а к инкубационной смеси с Т.-лейциламидом 
и глицил-Г.-пролином приливают 0,25 мл 0,01 М МисЬ. После преинкубации смеси в тече- 
ние 15 минут при температуре 40° к каждой пробе добавляют 0,5 мл сыворотки, до оконча- 
тельного объема 2,5 мл. Конечная концентрация субстрата составляет 0,05 М. Берут 0,2 мл 
пробы из инкубационной смеси через 0, 1,2, 8 и, в случае надобности, через 24 часа Е 
бации. Титруют каждую пробу спиртовым раствором КОН до первого синего, перехода, 
с тимолфталеином в качестве индикатора (2 капли). Прибавляют 1,8 мл 100% этанола 
и заканчивают титрование спиртовым раствором КОН. Разница в ИТЕОВННИЙ ЖЕНС 
ду начальной и следующими пробами дает количество освобожденных карбоксиль- 
ных групп. Гидролиз субстрата авторы описывают как константу реакции первого 


порядка. 
в 100 ) 
К-т 168 | 10—х 


где х означает % гидролизованного субстрата за время + в минутах. 
Описанный метод требует большого количества дорогих субстратов. 


йцинаминопептидазы (ЛАП) по мето- 

ие активности ле 

а (33) в модификации Со1АЪагв и сотр. (26). Метод 

состоит в колориметрическом определении количества В-нафтиламина, осво- 
т в колор ЛАП на субстрат, Г-лейцил-В-нафтиламид. 


мя действия м 
ео. маи при помощи модифицированной реакции Вганов 


и МагзВай (13). 
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1 — Клиническая ферментология 











й буфер с РН 7,0 приготовляют, смешивая 17 
Е че О бра: 40 мг ХпориСтоводородного [0 а 02 
Ман.РО, с 3: аи В 100 мл Н.О. Перед определением смешивают равно 
-нафтиламида в аа и раствора субстрата. Стойкость рсактива ОО. 
0,2 М Аа 40% трихлоруксусная кислота; 4) 0,1% раствор а. 
при ЗЫ Е. 5) 0,5% водный раствор сульфамата аммония; 6) двух 
дородная. соль №-Ч-нафтил)-отилендиамина — 0,5 мг вещества в 1 мл 95° 


5 /о Этанола 7 
дартный раствор В-нафтиламина, содержащий 60 мг вещества в мл 01 М з 


Фосфатно - 
$ % ре 

р ео ерраЕИ ают, добавля. г =. еипературе 7 
По истечении этого времени реакцию т д яя 1 мл 40% трих. т 
сусной кислоты. Центрифугируют и отмеривают аи прозрачной Жидкости В проби» 
для определения В-нафтиламина. Контрольную пробу приготовляют, Добавляя сыв 
после трихлоруксусной кислоты. Для ей ая прибавляют к | г 
центрифугированной жидкости 1 мл 0,1% МаМО,, затем, оля минуты, 1 Мл сульфа. 
мата аммония, с целью растворить избыток нитрита, а через минуты прибавляют 2 м: 
двухлористоводородной соли №-(1-нафтил)-этилендиамина. Пробирки ставят в  ВОДЯНуЮ 
баню с температурой 37°, на 60 минут, а затем колориметрируют сравнивая с контрольной 
пробой при 560 ми. Количество освобожденного. во время инкубации В-нафтиламина 
отсчитывают по стандартной кривой, составленной при тех же у 






ро: 





словиях, на основании 
проб, содержащих от 3 до 60 мг В-нафтиламина в мл раствора. 
Сыворотка не теряет активности при условии хранения в продолжение 7 дней в Холо- 
дильнике или 3 дней при температуре 22°. 


Активность фермента в моче определяют после 
воды; затем производят определение так же, 
мочу водой 1: 10. Диализированная моча не тер 
7 дней при температуре 4°. Определяя акти; 
в пропорции 1: 100. Если фермент гидролизует более 50% субстрата, исследование пов- 
торяют с более высоким разведением фермента. 

За меру активности ЛАП авторы принимают количество фермента, освобождающее, 
в условиях опыта, 1/12 иг В-нафтиламина. 

Меру активности фермента в моче 
бождаемого суточной порцией мочи, 


24-часового диализа против проточной 
как и в сыворотке, причем разбавляют 
яет активности, если ее хранить в течение 
вность в желчи, последнюю разбавляют 


авторы выражают числом мг В-нафтиламина, осво- 
в стандартных условиях. 


го пептида а 
сивности ок медным компл 
и медью и комплекс, рашивания между мед 


лужи! 
Гв 0,05 М срН 6,8 <. 
к > вероналовом буфере ля 
0,025 м; ° `ЭНечная концентрация субстрата в инкубационной смеси состав 






















































4) депротеинизирующая смесь: 
- месь: см й 5 
аа иеаана, смешивают равные части 20% трихлоруксусной ки- 
Ход определения: 
МЕ. = м нае пол Сыворотки доводят до рН 1 Н НС! (0,05 мл) и дополняют 
= при й . 
0,25 мл субстрата и подогрев Ритертыми стеклянными пробками отмеривают по 


ют до температу о т Е 
реакцию, приливая 0,25 мл сыворотки п Урь 28". В одной из пробирок пускают в ход 


5 6 Е 
добавляя в обе пробирки смесь метанол й 

ы 1 ла и трихлорук 
В контрольную пробирку прибавляют 0.25 рихлоруксусной кислоты в количестве 0,5 мл. 


мл сыворотки. Смешивают и ставят в водяную 
аню на 5 минут. Зател б я г и 
6: у тем добавляют в каждую пробирку по 3 мл раствора бората и 1 мл 
суспензии фосфата меди, тщате. и 
переворачивая пробирку, ставя. 


05 М глицил-глицил-глицина и 0,05 М 
5 А растворы 
глицил-глицина и глицина. Получаемое графическое изображение зависимости Е от 


щения и интенсивность окрашивания комплексов меди с глицил-глицином почти те же, 


Определение активности нептидаз по методу с нингидрином, по 
ЗсВуагЕи и Епсе! (67). Этот метод использует предложенный Моог и Элена 
способ определения аминокислот при помощи реактива с нингидрином (53). 
Количество разложенного субстрата находят по стандартной кривой, составлен- 
ной для смесей разного количества субстрата и продуктов его гидролиза. 
Экстинкция этих смесей (соответствующим разным степеням гидролиза 
субстрата), колориметрируемая против экстинкции, полученной при начальной 
концентрации субстрата (0% гидролиза) пропорциональна степени гидролиза 
субстрата. 


Реактив Моог и $1ейз (53 или 54) должен быть свежеприготовленным. Для определения 
степени гидролиза субстрата, пробы инкубационной смеси вливают в 1% пикриновую 
кислоту, тормозящую дальнейшую ферментативную реакцию. Инкубационная смесь со- 
держит буфер, сыворотку или другой источник фермента и субстрат, конечная концен- 
трация которого должна составлять 25 имолей в мл. Инкубационную а готовят в ле- 
дяной бане. В нолевой момент берут 0,2 мл смеси в посуду с 4,8 мл 1% пикриновой ки- 
слоты для получения начальной экстинкции смеси. Затем переносят инкубационную 
смесь в водяную баню с температурой 37 (небольшая ошибка ме выравнивания 
температур), и после определенных сроков инкубации, берут Е >72 мл смеси в посуду 
с 4,8 мл 1% пикриновой кислоты. Таким образом, 1 имоль субстрата ии после 
осаждения белка, в 1 мл. Пробы центрифугируют, и с тремя порциями по 0, ат прозрач- 
ного раствора (что соответствует 0,2 моля) проводят о. Я 
ном. Одновременно готовят по 3 слепые пробы с у и ти ти ты к 
стандарта с 40% гидролиза. Ко всем пробам добавляют и ое и ие ты 
И ПООГрЕВНО Е АуНОреНЕЫОиРОВИАЕ ойв Аа частях Коло и- 
бане. Охлаждают и разбавляют до 10 мл смесью спирта с их р Е а г 
метрируют при 570 ми. Пробы, содержащие стандарт с 9% гидр: Ь хе 
инкубационную смесь колориметрируют против средней величины и проб с водой. 

стандартом 40% гидролиза против средней величины стан- 

9тем ОтрнитьЕа:0т проь СО аконец, колориметрируют остальные ферментативные 

дартной пробы с 0% гидролиза, - ВЕ смеси. Процент гидролиза субстрата вычи- 

-минутной инкубац ой пробы на константу К, получаемую путем 
0% гидролиза. 


пробы против 0. ы 
сляют, умножая среднюю экстинкцию в с4 
деления 40 на среднюю экстинкцию с 


Определение активности окситоциназы (ОТЦ) сыворотки по 


. Принцип метода заключается 
й ы зуааБаи Тарру (55) 
Е ии. ра В-нафтиламина, освобождаемого под влиянием 


ТИЕЙН амид. 
сыворотки из субстрата Г-цистинил-ди-В-нафтиламид 
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Реактивы: 1) раствор субстрата приготовляют, растворяя 135 мг т_ 
-нафтиламида в 50 мл 0,012 Н НСЬ, легко подогревая и затем доводя объем Раство в тел 
до 100 мл; 2) вероналовый буфер с РН 1,9: 68,9 мл0,1Н раствора вероналнатрия и :. до 
0,1 ННС! разбавляют 50 мл воды; 3) 10% трихлоруксусная кислота; 4) 0,36 >] ид 
5) 1% раствор МаМО,; 6) 0,5% раствор сульфамата аммония; 7) водный о 1; 
дихлористоводородной соли м--нафтил)-этилендиамина; 8) ацетон чистьй вор 
анализа. ы Для 

Ход анализа: к 0,3 мл сыворотки прибавляют 0,45 мл воды и 1,5 мл  Ввроналоь 
буфера. Переносят по 0,75 мл этой смеси в две. центрифужные пробирки и к обени ть 
вляют по 0,25 мл субстрата. Исследуемую пробу инкубируют в течение 4 часов р е: 
пературе 37°, а в контрольной пробе прерывают реакцию немедленно после Добавлени 
субстрата, путем введения 1 мл раствора трихлоруксусной кислоты. Спустя 4 часа, т 
же образом прерывают реакцию в инкубируемой пробе. Обе пробы центрифугирую 
и отмеривают 1 мл надосадочной жидкости в колбочки Эрленмейера емкостью в 50 уд 
Добавляют 9 мл смеси, состоящей из 2 частей 0,36 Н НС! и одной части ацетона, Затем 
в темной комнате с красным светом добавляют в колбочки, через 3-минутные интервады: 
1 мл МаМО,, 1 мл сульфамата аммония и наконец 1 мл №М-И-нафтил)-этилендиамина’ 
тщательно помешивая. Ставят на 4 часа для инкубации при температуре 37° и Одо, 
метрируют при 565 ми сравнивая с контрольными пробами. Количество В-нафтиламина 
находят` по стандартной кривой, составленной в условиях метода при помощи чистого 
В-нафтиламина. 


ЦИСТини; 


Активность фермента авторы выражают числом мг В-нафтиламина, осво- 
бождаемого из субстрата под влиянием 100 мл сыворотки, в течение 1 часа, 
Эту величину они получают, умножая разность экстинкций на коэффициент 
18,4. 

Нормальная активность у небеременных женщин и у мужчин составляет 
0,2, однако исследованный материал относительно невелик (14 женщин 
и 4 мужчин). Авторы отметили первое повышение активности ОТЦ по отно- 
шению к норме между 52 и 81 днем беременности. По мере прогресса беремен- 
ности активность ОТЦ постепенно увеличивалась до 9 лунного месяца, когда 
она достигала в среднем 4,89. На 10 лунном месяце иногда наблюдается умень- 
шение активности ОТЦ, однако, в большинстве случаев, наибольшая актив- 
ность фермента встречалась в родовом периоде. Она составляла, в среднем, 
5,6 (2,81—7,4), т.е. была в 28 раз выше нормы. После родов, по мнению 
авторов, начинается постепенное падение активности ОТЦ; на 6 неделе она 
приближается к норме. Увеличение активности ОТЦ. встречается также при 
болезнях печени. Приведенные данные подтверждаются польскими авто- 
рами (45). 

При определении активности ОТЦ следует избегать гемолиза проб, так как 


эритроциты содержат аминопептидазу, разлагающую субстрат. Активность 
сыворотки не изменяется при комнатной температуре в течение РА ВНаСоВ, 
В холодильнике ее можно хранить не менее 48 часов. 

Определение активности у-глутамилтранспентидазы (ГГТИ) не 
методу 52е\с2аК и Оз с 7-ОГ-глутамил-«-аминопропиони 
трилом (83). Метод состоит в колориметрическом определении количеств 
а-аминопропионитрила (АПН), освобождаемого из субстрата у-рЕ-тлуе 


мил-д-аминопропионитрила (/-глу-АПН), под влиянием фермента. 


Реактивы: 1) раствор суб 


р 2) 6уфеР 
Тв 0,1 Мс РН 8,8; 3) 10% 


ий: 2 


растворяют, 
3 8) смесь бензи, 








т 


1 Н МаОН. Перед самым употреблением раствор разбавляют точно до 050001 М рас- 
твора КСМ. 

Ход определения: в центрифужную пробирку отмеривают 0,25 мл буфера Тиз 
и 0,2 мл субстрата. Подогревают до 37° и пускают в ход реакцию, добавляя 0,25 мл сыво- 
ротки. Через 120 минут инкубации прерывают реакцию 1,3 мл 10% трихлоруксусной 
кислоты. Одновременно готовят контрольную пробу с сывороткой, прибавляемой после 
трихлоруксусной кислоты. Отделяют белковый преципитат в центрифуге и переносят 1 мл 
прозрачной жидкости в пробирку с притертой стеклянной пробкой, емкостью в 10 мл, 
для определения АПН. Добавляют 0,1 мл 0,01 М НеСЬ и 0,25 мл насыщенной бромной 
воды, закупоривают и ставят в водяную баню с температурой 37° на 3 часа. По истечении 
этого срока охлаждают пробирки, открывают и разлагают избыток брома прибавлением 
0,25 мл мышьяковистого натрия. Струей воздуха удаляют пары брома из пробирки. 
Прибавляют 3,4 мл смеси пиридина и бензидина, перемешивают и ставят на 20 минут, 
до появления полного окрашивания. Колориметрируют пробы при 530 мы сравнивая 
с контролем. Количество освобождаемого во время ферментативной реакции АПН на- 
ходят по стандартной кривой, составляемой при помощи КСМ, так как было доказано 
(83), что чистый АПН дает в описанной реакции такие же величины, как равновесное 
количество КСМ. 

Для приготовления стандартной кривой отмеривают в ряд пробирок от 0,1 до 0,5 мл 
0,0001 КСМ, доводят их водой до объема 0,5 мл и прибавляют 0,5 мл 10% трихлоруксус- 
ной кислоты. Затем добавляют 0,25 мл бромной воды, и спустя короткое время, устраняют 
избыток брома при помощи 0,25 мл арсенита. Вызывают цветную реакцию смесью пири- 
дина и бензидина, как указывалось выше. Колориметрируют при 530 ми. 

Активность фермента выражают числом имолей образующегося АПН в 100 мл сыво- 
ротки, в заданных условиях. В связи с неустойчивостью АПН в условиях опыта и его 
частичным разложением вводят корректирующий коэффициент 1,14. 


Активность фермента в единицах 800 х „ИМ КСМ (найденные по стандартной кривой) х 1,14 


Активность фермента в сыворотке здоровых лиц составляла в среднем 
11 единиц. При хранении в течение 2 дней при комнатной температуре, или 
в течение недели при температуре 4° активность фермента в сыворотке не 
изменяется. Подогревание сыворотки в течение 5 минут, при температуре 
65° уничтожает активность. Оптимум РН для данного субстрата находился 
между рН 8,5 и 8,7. Не обнаружено потери активности во время диализа 
сыворотки или лиофилизации. 

Определение активности у-глутамилтрансцептидазы по методу 
От1омз К! и З2емстак (59) с у-Г-глутамил-«-нафтиламидом. Принцип 
метода состоит в определении количества я-нафтиламин («-НА), освобож- 
даемого во время ферментативной реакции из субстрата у-Г-глутамил-а-наф- 
тиламида (у-глу-я-НА) при помощи модифицированного процесса по Втайой 
и МагзВа| (13). 


Реактивы: 1) буфер Тиз с рН 9,0:0,1 М раствор; 2) раствор субстрата. Растворяют, 
подогревая, о Е в 10 мл буфера Тиз рН 9,0: 0,1 М (20 им в мл). Упо- 
треблять свежий; 3) 25% трихлоруксусная кислота; 4) 0,1 % МаМО,; 5) 0,5% раствор 
сульфамата аммония; 6) 0,05% раствор дихлористоводородной соли м--нафтил)-этилен- 
диамина в 95% этаноле. ы 

Ход определения: в центрифужную пробирку отмеривают 0,5 мл субстрата, добав- 
ляют 0,25 мл воды, подогревают смесь до температуры 37° и пускают в ход реакцию, 
добавляя 0,25 мл сыворотки. Через 120 минут инкубации прерывают реакцию, добавляя 
1 мл 25% трихлоруксусной кислоты. Одновременно готовят слепую пробу с сывороткой, 
прибавляемой после трихлоруксусной кислоты. Отделяют осажденный белок в центри- 
фуге и 1 мл прозрачной надосадочной жидкости отмеривают в пробирку для определения 
“-НА. Добавляют 1 мл 0,1% МаМО; › затем через Е минуты — 1 мл сульфамата аммония, 
а через следующие 2 минуты — 2 мл дихлористоводородной соли №--нафтил)-этилендиа- 
мина в этаноле. Ставят пробы в водяную баню с температурой 37° на 2 часа. По истечении 
этого срока колориметрируют пробы против слепых проб, при 560 мы. Количество осво- 
божденного &-НА. находят по стандартной кривой, составленной при помощи шкалы от 0 
до 0,2 М &- в условиях метода. 

вы выражают в единицах. 1 единица — 1 ыМ #-НА, освобождаемого 
В заданных условиях, в 100 мл сыворотки. У 34 здоровых лиц средняя активность Ффер- 
мента составляла 27,2 единицы. Описанный метод пригоден также для определения 
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человеческой моче, причем рекомендуется разбав: 


сти ав = хе 
иж ции 1:4. Активность в нормальной моче приблиз: 


определением в пропор 


о 
выше, чем в сыворотк а 
Активность фермента была по отноит у у ф "Ламиду приб 


Е -) 6. 
ношению к у-глу-#-НА, однако, употреблент 
ельн. аза выше, чем по от о ление ли 
т а в вследствие его слабой растворимости. Синтез и свойства вещь и 
жк ‘для определения у-глутамилтранспептидазы описаны ства 


В оригиналь 
статье авторов (59). 


ПЯТЬ мо 
мочу 
тельно в д 
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ТРАНСАМИНАЗЫ (АМИНОФЕРАЗЫ) И ДРУГИЕ ФЕРМЕНТЫ 
ОБМЕНА АМИНОКИСЛОТ 
КОКМЕГ. С1В1М$К! 





Не подлежит сомнению, что среди различных ферментов, связанных с обме- 
ном аминокислот и белков, особый интерес для клиники представляют 
трансаминазы. Это ферменты, которые способствуют обратимому переносу 
группы МН, с аминокислот на кетокислоты. В результате реакции перво- 
начальная аминокислота превращается в кетокислоту, а входящая в реакцию 
кетокислота превращается в аминокислоту. Мее@Бат (19) первая обратила 
внимание на то, что глутаминовая кислота исчезает при смешивании ее с раз- 
мельченными мыищами голубя, причем не удается обнаружить образования 
аммиака. Уже этот автор высказала предположение, что аминовая группа 
присоединилась к другому соединению, образующемуся вероятно в процессе 
углеводного обмена. Это предположение несколько лет спустя подтвердили 
Вгаиизеш и КгИлтапп (2). Они установили, что глутаминовая кислота исчезает 
из мышечной кашицы в присутствии пировиноградной кислоты, причем 
„Я образуется аланин. Первоначально предложенный этими авторами термин 
|. № для соответствующего фермента, „аминофераза“, сохранился до настоящего 
времени, хотя в клинической литературе гораздо чаще в настоящее время 
встречается название „трансаминаза”. 

Процессы переаминирования, стоящие на границе белкового и углеводного 
обмена, очень распространены в мире растений, бактерий и животных. Извест- 
но много различных трансаминаз, которые определяют по конечным продуктам, 
образующимся в результате реакций, в которых трансаминазы служили ката- } 

| 








лизаторами. Так говорят о глутамино-щавелевоуксусной трансаминазе (италь- 
янские авторы охотней называют ее по продуктам другой половины реакции — 
аспарагино-кетоглутаровой трансаминазой), глутамино-пировинограднойтранс- 
аминазе (или аланино-кетоглутаровой), тирозин-кетоглутаровой, фенилала- 
нин-кетоглутаровой, лейцин-кетоглутаровой, орнитин-кетоглутаровой и так Я 
далее. Главной осью, вокруг которой происходят процессы переаминиро- 
вания в тканях, является я-кетоглутаровая к та самая, которая играет 
очень важную роль в лимоннокислом цикле. Эна является акцептором ами- 
новых групи от различных аминокислот, причем сама ыы р в Г-глу- 
таминовую кислоту. Возможность обратимого переаминирования, существу- 
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ющая во всех органах, позволяет на ходу выравнивать концентрацию а 
кислот и а-кетокислот согласно потребностям. Именно этот ПУТЬ Де И 
рования ‘аминокислот является особенно важным, так как. ей, 
кислот только Г.-глутаминовая кислота встречает в тканях обилие боответст . 
ющего фермента (Г.-глутамат-дегидрогеназьт), способного к дезаминирован^ 
ее в а-кетоглутаровую кислоту. В этом процессе выделяется аммиак, Который, 
обезвреживается в процессе метаболизма в мочевину. Этот путь образованы 
мочевины, является главным путем удаления азота и одним из наилучших 
регуляторов азотного равновесия в организме. Если уровень аминокислот 
в тканях превосходит уровень, который вытекал бы из нормального равно. 
весия между средой и тканевыми белками, концентрация Я Кетоглутаровой 
кислоты, а следовательно и щавелевоуксусной и пировиноградной кислот 
падает при одновременном росте концентрации 1-глутаминовой кислоты, На. 
оборот, если уровень других аминокислот не достигает необходимого Уровня 
белково-гуморального равновесия, компенсаторный механизм трансамини- 
рования обусловливает возвращение к норме их концентрации за счет я 
таминовой кислоты (20). Роль глутаминовой кислоты и глутамина особенно 
демонстративна в белковом обмене мозговой ткани. Эти соединения составляют 
40—80% аминового азота (небелкового) мозга, что значительно превышает 
содержание их в других органах. Мозговая ткань обладает комплексом фер- 
ментов (глутамат-дегидразой, глутамат-трансаминазой, глутамат-декарбокси- 
лазой и глутаминазой), целью которых является удаление из клеток осво- 
бодившегося аммиака. Аммиак обладает высокой токсичностью по отношению 
к центральной нервной системе. В физиологических условиях в мозговой 
ткани он практически не обнаруживается, после смерти же количество его 
растет очень быстро (7). 

С самого начала биохимиков занимал вопрос, все ли процессы переамини- 
рования, независимо от субстрата, входящего в реакцию, происходят при 
воздействии одного и того же фермента, или же существуют различные фер- 
менты, специфические по отношению к субстрату. На своеобразие различных 
трансаминаз указывают опыты с фракционированием ферментов, полученных 
из микробов, в которых обнаружено, что одна фракция ферментов катализи- 
рует переаминирование только глутаминовой, аспарагиновой, фенилаланино- 
вой кислоты, тирозина и триптофана, тогда, как другая выполняет эту роль 
только для ванилина, аланина и &-амино-бутировой кислоты (17). 

С другой стороны установлено, что та же самая $СОТ из печени собаки 
встречается в виде двух, несколько отличных в физикохимическом отношении 
разновидностей (11). Это явление, называемое изозимией, иногда служит 
для установления источника трансаминаз: происходят ли они из печени, Или 

примере двух разновидностей трансаминаз 
можно предполагать, что одна разновидность происходит из 


протоплазмы, а другая — из митохондрий. 
Изменялись 


сех 
переаминирования установлено почти во В 


ых 
> причем содержание трансаминаз в различи 
ачительной степ 





Таблица 8 


Содержание СОТ н СРТ в1г ткани, выраженное 
в тысячах единиц Кагшеп (Е. УхбЫезузКЬ ]. $. Га РБие) 
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сот СРТ 
Сердце | 156 7,1 
Печень | 142 44 
Скелетная мышца | 99 4,8 
Почка | 91 19 
Поджелудочная железа | 28 2 
Селезенка | 14 1,2 
Легкое | 10 0,7 


Как видно, больше всего трансаминаз содержит сердце, печень, скелетные 
мышщы и почки. Большим количеством вероятно также отличаются тромбо- 
циты (15). 

Методы определения трансаминаз настолько точны, что анализ нескольких 
проб того же самого материала, произведенный в той же лаборатории, дает 
очень близкие результаты. Однако содержание фермента в том же органе 
У двух разных лиц может значительно отличаться (1). Е 

Кроме того, результаты анализов, выраженные в различных единицах, 

колеблются в широких границах и иногда, несравнимы. Из данных многих 
авторов следует, что различия в содержании СОТ и СРТ в сердце и в пе- 
чени, не так велики, как это указано в таблице 8. Однако следует обратить 
внимание на то, что при всех сопоставлениях количество СОТ превосходит 
СРТ, и на то, что в печени этих ферментов содержится больше, чем в сердце. 
исходят 1] Это явление до некоторой степени отражает тот факт, что индекс $СОТ/ЗСРТ 
личные У здоровых превышает 1, а также то, что наиболее высокие величины транс- 
ви аминазы в крови встречается при заболеваниях паренхимы печени. 
: Чтобы понять сложность явлений, которые кроются за определением 
трансаминазной активности плазмы крови, следует иметь в виду, что энзимати- 
ческая функция обусловлена многими факторами, например, она иначе про- 
енилал текает в тканевой кашице, чем в сыворотке. Ферменты, проникнувшие в плаз- 
яет УР му, чаще всего лишены коферментов, то есть не активны. Коферментами 
трансаминазы глутаминовой кислоты являются производные витамина Ве 
а именно, фосфат пиродоксаля и фосфат пиридоксамина. О значении витамина 
Вь для этой ферментной системы свидетельствуют эксперименты, в которых 
введение этого витамина обезьянам и людям увеличивает активность трансами- 
назы, а прекращение введения — снижает (16, 18, 17). 

Для клинических целей производится исследование почти исключительно 
СОТ и СРТ, схему реакций которых представляет рисунок 29. 

Эти ферменты находятся в жидкой части клеток и не связаны с образо- 
ваниями протоплазмы. Поэтому в случае повреждения структуры клеток они 
легко проникают в тканевую жидкость и в кровь, где их можно легко обна- 
ружить. 

Кровь для исследования берут из вены, причем для исследования можно 
пользоваться как сывороткой, так и плазмой. В последнем случае кровь 
смешивают с антикоагулянтом. В качестве антикоагулянта может служить 
щавелевокислый или лимоннокислый натрий, или гепарин. Из исследований 
Кагтеп, \/гбЫеуз Е и Га Рие (12), подтвержденных в лаборатории нашей 
клиники, вытекает, что ни один из этих антикоагулянтов не изменяет за- 
метным образом активности трансаминаз. 
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о больше ферментов, чем плазу 
о 10 раз более высокой ак 2 пою 
гемолизированная кровь обладает в ра ТИВНОСТЬЮ вот 


ив 3 раза СРТ, чем плазма (12). Этим вероятно объясняется тот Факт, . 
при исследовании трансаминазы в сыворотке, которая была отделена з 
эритроцитов после того, как кровь хранилась несколько дней, получают м 


высокие величины. 
соон соон соон соон 
сн, сн, сн, сн, 
сн, + СО = СН, + сНмн, 


СН—МН, сСоон С=о сСооН 


соон соон 


1-глутами- щавелево- кетоглута- аспараги- 
новая уксусная ровая новая 
кислота кислота кислота кислота 


соон соон соон соон 
сн, + С=0О = сн, + сн—мн, 
сн, СН, сн, 


сН—мМН, С=о 


соон СоОН 


1-глутами- пировино- &-кетоглу- аланин 
новая градная таровая 
кислота кислота кислота 


Рис. 29. Схема действия аспартат-аминотрансферазы (глутаминощавелевоуксусной транс- 
аминазы) и аланин-аминотрансферазы (глутаминопировиноградной трансаминазь). 


До настоящего времени не удалось обнаружить полного отсутствия транс- 
аминазы в крови у здоровых и больных людей при различных заболеваниях. 
При хранении сыворотки при температуре 0—5° в течение 2 недель фёр- 
ментная активность ее не падает, а при комнатной температуре при той же 
в 2 раза. Подогревание сыворотки до 


что указывает на путь удалени 
РН = 7,8; во время инкубации 

Ниже приводим описание не 
трансаминаз. Этих способов и 
Приводим лишь те, 


фическую методику Ка 
из первых, примене 








активности трансаминаз в молях появляющегося или исчезающего метабо- 
лита. Эту активность чаще всего выражают в спектрофотометрических едини- 
цах, в которые легко перевести данные обычных фотометрических опреде- 
лений. В одной из первых работ на людях Улто ем и Га Рие (28), исследовав 
500 здоровых людей, обнаружили, что активность $СОТ колеблется у них 
в пределах 5—40 единиц со средней 22,1 единицы, что и принято за норму. 
Для ЗСРТ эта средняя величина составляет 16 единиц. Некоторые авторы 
принимают за верхнюю границу нормы 40—50 единиц, другие 45 единиц (13). 
В наших работах (8, 9) мы уже довольно давно приняли за верхнюю границу 
нормы 50 единиц. Как вытекает из приведенных в последнее время расчетов 
Стау (10), патологическими можно считать лишь величины, превышающие 
60 единиц. Тот же автор указывает, что соответствие между спектрофото- 
метрическими и колориметрическими единицами отмечается лишь до значений 
120 единиц. Если, наконец, принять во внимание, что разные авторы при- 
меняют разные концентрации субстрата (разница бывает даже пятикратной), 
а максимальная активность фермента зависит от концентрации субстрата, 
а также то, что в публикациях еще до настоящего времени употребляется 
обозначение активности ферментов в имолях или играммах метаболита, 
миллилитрах (СО.), единицах Кагтеп или Е@@тап и Стлза[а$, станет понят- 
ной острая необходимость международной стандартизации в этой области (11). 

Наконец следует помнить, что активность трансаминазы плазмы не зависит 
от пола и возраста. Из этого последнего правила существует маленькое исклю- 
чение. А именно, установлено, что у здоровых новорожденных верхняя гра- 
ница нормы может достигать 120 единиц ЗСОТ и 90 единиц $СРТ (13, 
14, 26). При этом не отмечается взаимозависимости между активностью 
трансаминазы в крови матери и в крови новорожденных, определенной 
одновременно (5). 


МЕТОДЫ ОПРЕДЕЛЕНИЯ ТРАНСАМИНАЗ 


Определение аспартат-аминотрансферазы и аланин-аминотранс- 
феразы по $. Вейтап и $. ЕгапКе! (24). 

Принцип. Образующиеся во время реакции трансаминирования кето- 
кислоты определяют в виде фенилгидразонов, дающих в щелочной среде 
краснобурое окрашивание. 


Реактивы: 

1) 0,1 М раствор фосфатного буфера с рН 7,4 

а) 35,82 г Ма,НРО, х12Н,О растворяют, доливая воды до 1000 мл, 

б) 13,61 г КН.РО, растворяют, доливая воды до 1000 мл. Буферный раствор приго- 
тавливают, смешивая 420 мл раствора а) с 80 мл раствора 6). | 

2) субстрат для определения аспартат-аминотрансферазы: 29,2 мг &-кетоглутаровой 
кислоты и 2,66 г РГ.-аспарагиновой кислоты растворяют примерно в 19 мл 1Н Маон, 
доводя рН до 7,4 (под контролем рН-метра) и дополняют фосфатным буфером до 100 мл. 
Этот раствор до момента употребления хранят в замороженном виде; 

3) субстрат для определения аланин-аминотрансферазы 29,2 мг «-кето-глутаровой 
кислоты и 1,79 г ОГ-&-аланина растворяют в 1Н растворе едкого натра, доводя рН до 7,4 
после чего дополняют фосфатным буфером до 100 мл. Этот раствор сохраняют в ив 
роженном виде до момента употребления; Е 

4) стандартный раствор пировиноградного натрия. 22 мг пировиноградного натрия 
растворяют в 100 мл фосфатного буфера с РН 7,4. 1 мл этого раствора содержит 2 имоля 
пировиноградного натрия; 

5) раствор 2,4-динитрофенилгидразина: 19,8 мл этого вещества растворяют в 100 м 

Н соляной кислоты. Этот раствор следует хранить в темноте; т 

6) 0,4 Н раствор едкого натра. 

Ход анализа: в2 пробирки вносят по 0,5 мл ‘соответствующего субстрата, = 
Догревают в течение 10 минут при температуре 40°, после чего прибавляют 0,1 мл в 
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ротки (без следов гемолиза) или плазмы. оденинае О иНКУбируют при ее 
туре 40°С в течение 60 минут для определения $ 1 и 30 минут для определения ть 
После окончания инкубации к каждой пробирке прибавляют по 0,5 мл Раствора 24 —"Т. 
мешивания ждут 20 минут. Контрольная проба <” ДИни. 

трофенилгидразина и после сл =: а ба Состоит 
0,1 мл сыворотки, 0,5 мл соответствующего субстрат. >2 мл 2,4-динит офенилгия 13 
зина. Контрольную пробу не инкубируют. Появляющесся окрашивание Колорине 
руют в фотометре Пульфриха при фильтре Заэ в НЕТ толщиной | см. Коэф ищи ы 
экстинкции определяют по стандартной кривой. Если активность трансаминаз п ты 
100 единиц, то анализ повторяют с пЕрианаЕы разведениями сыворотки, т 
Приготовление стандартной кривой: в 4 Е по очереди ПРибавляю 
1,0, 0,9, 0,8 и 0.7 мл субстрата сот, а затем 0, 0,1, 0,2 и 0,3 мл раствора пировиноградног 
натрия. В каждую пробирку прибавляют 0,2 мл дистиллированной воды и 1 мл раствора 
2,4-динитрофенилгидразина. Содержимое пробирок смешивают. Через 20 МИНУТ В каж. 
дую пробирку прибавляют по 10 мл 0,4Н МаОН. Колориметрирование производят ровно 
через 30 минут. Пробирка, не содержащая раствора пировиноградного Натрия, соответ. 
ствует 0 единицам активности $СОТ и $СРТ; пробирка, содержащая 0,1 мл пировино- 
градного натрия соответствует 21 единицам ЗСОТ и 24 единицам ЗСРТ, содержащая 
0,2 мл — 55 единицам ЗСОТ и 52 единицам ЗСРТ, а 0,3 мл раствора пировиноградного 
натрия соответствует 102 единицам $СОТ и 87 единицам $СРТ. 
В Ш Клинике Внутренних Болезней в Бытоми не приготавливают эталонной кривой, 
Колориметрическое определение производят при $53 фотометра Пульфриха в кюветах 
толщиной 2 см. Полученные коэффициенты экстинкции для $СРТ умножают на 400, 
а для $СОТ на 200. В наших условиях нормальная активность $СРТ и $СОТ не пре- 
вышает 60 единиц. При коэффициенте экстинкции, превышающем 0,45, следует сыво- 
ротку или плазму развести в 5—10 раз. 


Определение активности $СОТ по Р. СаБапа, В. Г.еерег, Е. У тб- 
ЫемзК: (4). 


Принцип: образующуюся во время трансаминирования щавелевоуксусную 
кислоту определяют количественно после предварительного превращения 


в пировиноградную кислоту. Эту последнюю определяют количественно 
в виде гидразона. 


Реактивы: 


1) приготовление субстрата: 2,66 г аспарагиновой кислоты -2 г однозамещенного фос- 
фата калия-+0,6 г @-кетоглутаровой кислоты растворяют в 100 мл дистиллированной 
воды, а затем при помощи едкого калия доводят рН до 7,4; 

2) трихлоруксусная кислота: 100 г трихлоруксусной кислоты растворяют в 100 мл 
воды; 

3) раствор лимоннокислого анилина: 50 г лимонной кислоты растворяют в 50 мл ди- 


стиллированной воды. Перед употреблением к 5 мл анилина прибавляют 5 мл вышеука- 
занного раствора лимонной кислоты; 


4) раствор 2,4-динитрофенилгидразина: 100 
концентрированной соляной кислоты, 
воды; 

5) чистый толуол; 

6) спиртовый раствор едкого кали: 
в 100 мл 95% этилового спирта 


мл 
мг этого вещества растворяют в ты 
после чего прибавляют 80 мл дистиллироваг 


:, ряют 
2,5 г кристаллического едкого кали В 
. Этот Раствор приготавливают по крайней мере накан) 


ифу 
гично встряхивают в течение 2 минут и центр обирки 
пУолового слоя в другие пробирки, после чего в эти пр 





бот 











Определение $СРТ по Е. Угоы 1 
рае ыы ы 901631 и Р. СаБана (29). 


ную кислоту определяют колорим 


Реактивы: 


ее а +2 г однозамещенного фосфата калия -+0,6 г и-кето- 
‘лу ряют в 100 мл дистиллированной воды, рН этого раствора 
доводят до 7,4 при помощи разведенного раствора КОН; 

2) раствор трихлоруксусной кислоты: к 
в 100 мл дистиллированной воды; 

3) реактив 2,4-динитрофенилгидразина: 100 мг 2,4 
в 20 мл концентрированной НС/, после чего прибав. 

4) чистый толуол; 

5) спиртовый раствор КОН: 25 г Кон растворяют в 100 мл 95% этилового спирта; 

6) стандартный раствор пировиноградной кислоты: 0,110 г пировиноградного натрия 
растворяют в 100 мл дистиллированной воды. 1 мл этого раствора содержит 1000 играмм 
пировиноградной кислоты. Из этого раствора приготавливают дальнейшие разведения 
пировиноградной кислоты таким образом, чтобы в 1 мл раствора содержалось от 1 до 
500 рграмм этого вещества. 

Ход анализа: в 2 пробирки наливают по 0,5 мл дистиллированной воды и 0,5 мл 
сыворотки. Затем в обе пробирки прибавляют по 0,5 мл субстрата. Одну из пробирок 
инкубируют в течение 20 минут при температуре 26°, в другую же немедленно приба- 
вляют 1 каплю приготовленного раствора трихлоруксусной кислоты. После инкубации 
к опытной и контрольной пробе прибавляют по 0,5 мл реактива динитрофенилгидразина 
и через 5 минут по 2 мл толуола. Энергично встряхивают и центрифугируют. 1 мл толуо- 
лового слоя переносят в пустые пробирки и прибавляют 3 мл спиртового раствора КОН. 
Интенсивность окраски определяют в колориметре при длине волны 490 ми. 

Стандартную кривую приготавливают следующим образом: 0,5 мл вторичных эталонов 
(содержащих от 1 до 500 микрограмм пировиноградной кислоты в 1 мл) подвергают всем 
процедурам, что и опытную пробу. Из полученных коэффициентов экстинкции вычерчи- 


-динитрофенилгидразина растворяют 
ляют 80 мл дистиллированной воды; 


В качестве единицы принята та активность трансаминазы, содержащейся в 1 мл сыво- 
ротки, которая в условиях описанной методики образует 1 играмм пировиноградной 
кислоты. Одна колориметрическая единица равна 1—2 спектрофотометрическим едини- 
цам. В диапазоне нормальной активности трансаминазы одна колориметрическая единица 
соответствует одной спектрофотометрической, а в диапазоне патологической активности — 
двум единицам. 


ФЕРМЕНТЫ ОРНИТИНОВОГО ЦИКЛА 


На рисунке 30 приведена схема этого цикла образования мочевины. 

Наиболее интересен фермент орнитин-карбамоил-трансфераза, ката- 
лизирующая первый этап этого цикла, то есть образование цитрулина из орни- 
тина. Эта реакция протекает избирательно в печени и в случае поражения 
Этого органа активность фермента в крови увеличивается. Это явление исполь- 
зуется для ферментологической диагностики заболеваний нечени. В желудке, 
тонком кишечнике и слепой кишке обнаружены следы этого фермента, не пре- 
восходящие у собак 1,5% (22), а в кишечнике человека, по другим данным, 
(23) — 10% количества его в печени. 

В крови у здоровых людей количество этого фермента ничтожно, или же 
его вообще не удается обнаружить. 

Для аналитических целей используется тот факт, что орнитин-карбамоил- 
`трансфераза, которая с одной стороны способствует биосинтезу цитрулина, 
может также и разлагать его. Эта последняя реакция происходит в присут- 
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ствии фосфатов или арсенатов. Продукт обратного распада  Цитрулина 
сенат карбамоила, самопроизвольно разлагается до перекиси Водород › ар. 
миака и арсената. Эти конечные продукты распада служат для опр ль ам. 
активности фермента 1) путем измерения радиоактивности выделенного, НИЯ 
углерод которого происходит из группы карбамоилового цитрулина, не?” 
ного СМ, или 2) способом Конвея микродиффузии аммиака, образующе 
при арсенолизе цитрулина. Приводим методику микродиффузии Ве! Вата О 
в модификации ВаЦап. ) 


нм нА 
= Арлшнин 
№ 
МН 
МН» | 
9=С (СН,), 
\\н, + НО | 
Мочебина в 
| МН: 
соон МН 
= Рес 
ос 
С № 
+ СО, +мМН 
О оскмеони ЕК: (СНУ, 
| но 
снмн, СНмН, 
соон соон 
рнитин Цитрулин 
Рис. 30. 


Реактивы: 

1) арсенат натрия 0,5 М, рН 7,15 (15,6 г Ма, АзО, : Н.О растворяют в 100 мл воды 
и при помощи НС! доводят до соответствующего рН); 

2) 350 мг ОГ-цитрулина растворяют в 10 мл приведенного выше буфера; & 

3) 4Н раствор хлорной кислоты (3,5 мл хлорной кислоты 4 = 1,61, доливают водой 
до 100 мл); 

4) насыщенный раствор углекислого калия (К,СО,х1,5 Н,О) и двууглекислого калия 
в отношении 2:1; 

5) Н.5О, 0,01Н; 


длине волны 400 им. От экстинкции опытной пробы отнимают экстинкци 
и результат наносят на кривую, полученную при измерении экстинкции < 
растворов (которые подвергают тем же манипуляциям, что и пробу). 
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орма: О до4 иг о 
мы а т УЩЕРЕКЕ Мосыворотки = 0,28 ИМ Н/0,5 мл сыворотки. 
орнитин-карбамоил-трансф 5501). Это методика определения активности 
образующегося под ны В сыворотке, путем определения количества 
и орнитина Количество Е фермента цитрулина из карбамоилфосфата 
а : Ующегося у х 
чески по способу АтсЫБаа м цитрулина определяют колориметри: 


‚ Мочевину кото 
разлагают при помощи уреазы, У, рая может мешать при измерении, 


Реактивы: 
1) = ти фосфатный буфер серн 7,0; 
> $ 
сер р еб и 20 иг тра, растворенные нелбред 
А и. ; 
3) 0,05 М рав ее мл вышеприведенного буфера (1); 
4) 1Н хлорная кислота; 
51800 раствор диацетилмоноксима; 
9 смесь Н,$О, и Н.РО, в отношении 3:1 
од исследования: к 1 мл раствора каэб ть 
1-орнитина (3) и 2 мл сыворотки. В ра карбамоилфосфата и уреазы (2) прибавляют 1 м 
жащие орнитина или сыворотки. П. 


при длине волны 480 ми. Количество образовавшегося цитрулина рассчитывают по 
разнице между экстинкцией опытной и слепой пробы, пользуясь кривой, составленной 
при измерении экстинкции различной концентрации цитрулина. Пользование кривой 
неизбежно, так как изменение абсорбции не подчиняется закону Веега. 


За верхнюю границу нормы принимают 0,30 иМ цитрулина, образованного 
1 мл сыворотки. 


Аргиназа, называемая также аргининамидиназой, имеется в большой кон- 
центрации в печени. В приведенной выше схеме она катализирует распад 
аргинина до орнитина и аммиака. Ввиду методических трудностей, определе- 
ние этого фермента, хотя он хорошо изучен, не нашло распространения в кли- 
нических лабораториях. 
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ОКСИДАЗЫ И ОКСИДО-РЕДУКЦИОННЫЕ СИСТЕМЫ 
ЗТАМ1ЗЕАТ МОТАК 


Окислительно-восстановительные процессы, как и другие ТИПЫ биох 
ческих реакций, являются этапами синтеза и распада большинства едиь 1ИЕ- 
которые входят в состав организма, и играют важную РОЛЬ В метабо ений, 
биологически активных и токсических субстанций. Однако из ермодина 
известно, что в природе самостоятельно могут протекать только те о 
которым сопутствует диссперсия энергии. Таким образом основное Начень, 
тканевого окисления заключается в том, что энергия, освобо дившаяся ъ ыы 
процессе, поддерживает все другие процессы обмена в организме. ом 

Окислительным процессам, в которых катализатором является оксидаза 
и при которых оторванные от субстрата атомы водорода непосредственно т 
реносятся на кислород, не сопутствует образование высокоэнергетических 
соединений. Накапливание энергии, освобождающейся из соединений этого 
вида, является условием использования ее организмом. Организм не обладает 
способностью к обратному превращению тепловой энергии в химическую 
Как известно, образование АТФ связано с многоэтапным переносом электронов 
между субстратом и их окончательным акцептором, то есть кислородом, осу- 
ществляемым системой переносчиков. Результатом указанной многоэтапности 
переходов электронов является постепенное освобождение энергии, что имеет 
большое значение для использования ее организмом. 

Обмен энергии в клетках происходит главным образом в митохондриях, 
Основным структурным элементом митохондрий является трехслойная 0бо- 


даза и кофермент О, образующие системы оксидазы НАД-Н, и сукцинат- 
-оксидазы. Там вероятно находятся ферменты, катализирующие комбиниро- 


ными перегородками находятся ферменты, принимающие участие в синтезе 
белков, жирных кислот и фосфолипидов (8). 


происходит комбинация окислительно-восстановительных процессов с окисли- 
тельным фосфорилированием. Пользуясь взвесью промытых митохондрий 
удалось воспроизвести все этапы сжигания пировиноградной кислоты (Цикл 
Кребса); 2) так называемыми препаратами малых частичек (субмитохондриаль” 
ных). Это фрагменты пограничной оболочки митохондрий. Если при приго- 
зовлении их не будет нарушено слоистое строение пограничной оболочки, т 


опре” 
ной цепи заставляет предполагать, что на их активности сказывается аниях 


деленная последовательность их расположения в структурных а его 
клетки. Во время препаровки этот порядок расположения нарушается 











невозможно воссоздать путем обычного смешивания изолированных элемен- 
тов. 

Сложность проблемы механизма окислительных процессов и обмена энергии 
в организ» разрешение которой нуждается в изучении функции крупных 
образований, какими являются митохондрии, привело к тому, что лишь 
в последние годы удалось преодолеть некоторые из указанных выше труд- 
ностей. Однако следует подчеркнуть, что остаются окончательно еще не раз- 
решенными многие вопросы, как, например, количество составных частей 
дыхательной цепи и их взаимное расположение. 

Параллельно с изучением механизмов тканевого окисления и накопления 
освобождающейся энергии, в последнее время производятся многочисленные 
исследования, целью которых является определение роли окислительно- 
-восстановительных ферментов в гормональной регуляции а также в процессах 
адаптации к изменениям условий окружающей среды. Кроме того изучается 
также значение нарушений клеточного дыхания в этиопатогенезе ряда забо- 
леваний. Эти работы затрудняет тот факт, что мы не обладаем методикой 
измерения концентрации ферментов, ввиду чего иногда невозможно уловить 
действие активаторов и ингибиторов. Неизвестно также, имеется ли паралле- 
лизм между активностью фермента внутри клетки и активностью › определен- 
ной в условиях эксперимента ‚а уйго“. Поэтому полученные результаты часто 
не только не облегчают интерпретацию исследуемых явлений, но и не могут 
также считаться окончательным ответом на поставленный вопрос. Дополни- 
тельной трудностью для клинического анализа окислительно-восстановитель- 
ных ферментов является необходимость пользования тканевым материалом. 

Интересные результаты были получены в исследованиях влияния неко- 
торых гормонов на окислительно-восстановительные ферменты. При изуче- 
нии механизма действия эстрогенов было обнаружено, что они стимулируют 
трансгидрогеназу, содержащуюся в слизистой оболочке матки. Это приводит 
к увеличению количества образующихся богатоэнергетических соединений 
(АТФ) при окислении НАДФ-Н,. Анаболическое действие этих гормонов, 
проявляющееся прежде всего в быстром росте слизистой оболочки матки 
в пролиферативной фазе („7афит ртоеганот“), является, в свете въише- 
приведенных результатов, следетвием доставки большого количества энергии, 
необходимой для поддержания всех видов обмена и особенно белкового (27). 
В последнее время появились сообщения о выделении из предстательной 
железы трансгидрогеназы, активизируемой андрогенами (1). 

Гормоны коры надпочечников также влияют на окислительные процессы 
в тканях. Установлено, что они вызывают уменьшение потребления глюкозы 
экстрактами нормальной и опухолевой лимфатической ткани. Кортикоиды при 
этом тормозят не только гликолиз, но и сгорание солей пировиноградной кис- 
лоты до СО, и Н.О. Торможение гликолиза, вероятно, является результатом 
влияния на некоторые реакции, зависящие от АТФ. Стероиды надпочечников 
увеличивают активность АТФ (29). Кегрро!а (11) в опытах на крысах уста- 
новил, что падение потребления О. после введения кортизона является ре- 
зультатом тормозящего влияния его на цитохром-оксидазу. Активность сук- 
цинат-дегидрогеназы и редуктазы НАД-Н, цитохрома с падает при этом 
лишь незначительно. Падение окислительного фосфорилирования является 
более значительным, чем это вытекало бы только из торможения цитохром- 
-оксидазы. 

Тироксин вызывает диссоциацию окислительных процессов и окислитель- 
ного фосфорилирования. Исследования изолированных ферментов показали, 
что под влиянием тироксина увеличивается активность редуктазы НАДФ Н, 
цитохрома с. Обнаружено также увеличение активности некоторых дегидро- 
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геназ, взаимодействующих с НАДФ (легидрогеназы ГлЮКоЗ0-6- фол 
и 6-фосфо-глюконовой кислоты), а также уменьшение активности тран 
дрогеназы. На основании этих наблюдений можно объяснять действие ты 
ксина торможением окисления НАДФ-Н, путем перенесения водорода 
НАД. Увеличение окисления НАДФН» путем прямой редукции Цитохрон 
ведет к падению коэффициента Р/О (27). Следует отметить, что эта а 
не является единственной в объяснении действия тироксина, Установлены 
что уже в физиологических концентрациях этот гормон, после прибавлени 
его к изолированным митохондриям, приводит к их набуханию, причем, на. 
ряду с ростом окислительных процессов, наблюдается уменьшение образо. 
вания АТФ. При наличии ионов калия влияние тироксина может принять 
обратное направление после прибавления АТФ. Сморщиванию митохондрий 
сопутствует увеличение окислительного фосфорилирования. Можно предпо- 
ложить, что ввиду близкого расположения окислительно-восстановительных 
ферментов, сопрягающих фосфорилирование в нормальных условиях, само 
изменение внутренней структуры митохондрий, вызванное набуханием, может 
привести к обратимой диссоциации этих процессов. 

Другой областью, привлекающей внимание исследователей, является со 
стояние гипоксии и гипотермии. У животных, родившихся в условиях кисло- 
родного голодания, в некоторых тканях отмечается рост активности цито- 
хром-оксидазы (в почках) и увеличение количества цитохрома с (в печени, 
сердце и мышцах, 24, 25). Исследованием активности цитохромных редуктаз 
установлено увеличение активности фермента, взаимодействующего с НАД 
при одновременном незначительном уменьшении редуктазы НАДФ-Н, цито- 
хрома с. Следует судить, что ферментативная адаптация при гипоксии веро- 
ятно заключается в лучшем использовании освобождающейся энергии путем 
увеличения количества высокоэнергетических соединений (9, 21). Об этом 
свидетельствуют также опубликованные в последнее время (20) исследования 
активности комплексов окислительных ферментов НАДФ'Н, и НАД, 
(оксидазы НАДФ.Н, и НАД-Н,) и трансгидрогеназы. В условиях гипо- 
ксии обнаружено увеличение оксидазы и трансгидрогеназы в мышцах и серд- 
це, и незначительное увеличение активности оксидазы в печени. Оксидазы 
В этих тканях не подвергаются изменениям. На разрезах мышц у животных, 
подвергнутых гипоксии, гистохимически обнаружено увеличение поверхности 
так называемых красных полей, богатых миоглобином и ферментами, а также 
увеличение активности сукцинат-дегидрогеназы в белых полях (26). У живот 
ных, помещенных в условиях низкой температуры наряду с увеличением по 
требления кислорода, отмечается ослабление окислительного фосфорилиро 
вания. Механизм этих изменений еще окончательно не выяснен. Нам кажется» 
Что они не являются лишь результатом действия тироксина (10, 23). 

На окислительные процессы и связанное с ними фосфорилирование оказ>" 
вает влияние также процесс старения. Установлено, что в житохондри”, 
и А образования АТФ при окислении, а 
аа ‚тидроксимасляной и янтарной кислот (28). ых кро- 
вЕНОСНЫХ сосудов со те метаболических процессов в т насто- 
а озраста. Исследованиями, произведенными д бе 
ч ремени, не обнаружено непосредственного расстройства ее 


лее старых животных (2, 14). Мапде! (17) счит 
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ния активности цитохром-оксидазы и сукцинат-дегидрогеназы в аорте у жи= 


вотных разного вида. Однако на основании этих исследований нельзя сделать 
выводов © взаимозависимости склонности сосудов к экспериментальному 
артериосклерозу и окислительных процессов в сосудистой стенке (16). При 
гипертонии у крыс, вызванной РОСА и диетой, богатой солью, замечено 
увеличение потребления кислорода и активности цитохром-оксидазы в со- 
судистой стенке. Авторы высказывают предположение, что несоответствие 
между потребностью В кислороде и количеством доставляемой крови явля- 
ется причиной более быстрого развития дегенеративных изменений в сосудах 
при гипертонии (5). 

При кратковременной голодовке установлено увеличение цитохрома с и ци- 
тохром-оксидазы в печени (22). В процессе регенерации печеночной ткани 
в начальном периоде ускоряется как образование цитохрома с, так и рибо- 
нуклеиновой кислоты, независимо от содержания белка в диете подопытного 
животного. После восстановления уровня цитохрома с и рибонуклеиновой 
кислоты, пища, богатая белком, значительно ускоряет регенерацию печени (6). 

30 лет назад большой интерес вызвала теория Варбурга, согласно которой 
сущность новообразовательных процессов заключается в вытеснении окисли- 
тельно-восстановительных процессов анаэробными. И сегодня следует приз- 
нать, что увеличение гликолиза является одним из наиболее характерных приз- 
наков метаболизма опухолевой ткани. Исследования, проведенные до на- 
стоящего времени, не подтвердили, что снижение активности дыхательных 
ферментов является постоянным признаком опухоли. Увеличение гликолиза, 
как нам кажется, является общим свойством быстро растущих тканей. Изу- 
чение особенностей окислительно-восстановительных процессов в опухолях 
остается актуальной проблемой, к которой различные ученые часто возвра- 
щаются, хотя в расстройстве равновесия между аэробными и анаэробными 
процессами мы уже не видим причины, а видим лишь одно из проявлений 
опухолевой гиперплазии. 

Интересную мысль, объясняющую механизм увеличения анаэробного 
гликолиза в опухолевых клетках, высказали в последнее время Вохеги Реуйа 
(3). Митохондрии, как оказалось в свете последних исследований, не обла- 
дают способностью окисления НАД*Нь, находящегося в цитоплазме. В пе- 
ренесении водорода из цитоплазмы внутрь митохондрий вероятно принимают 
участие кетосоединения: фосфодигидроксиацетон и ацетоуксусная кислота 
(3, 13). Под влиянием соответствующих дегидрогеназ они подвергаются 
редукции до гидроксипроизводных (О В-гидроксилмасляная кислота и &-фос- 
фоглицерин), причем регенерирует НАД (окисленный), необходимый как 
акцептор водорода при окислении 3-фосфоглицерин альдегида. В митохонд- 
дриях эти соединения снова подвергаются окислению. Согласно исследо- 
ваниям авторов, о которых речь была выше, в опухолевых клетках отсутствуют 
дегидрогеназы, катализирующие редукцию вышеназванных кетоновых тел, 
что приводит к усиленному проникновению водорода из НАД.НЬ, нахо- 
дящеюся в цитоплазме, в пировиноградную кислоту. Образующаяся при 
этом молочная кислота не может далее окисляться митохондриями, пока снова 
не подвергнется окислению до пировиноградной кислоты за счег НАД, на- 
ходящегося в цитоплазме. 'Горможение образования высокоэнергетических 
соединений в цикле Кребса приводит к последующему увеличению глико- 
лиза. 

Интересные результаты были получены при исследованиях влияния не- 
которых токсических субстанций и лекарственных веществ на тканевые 
окислительные процессы. Эти данные ИСПОЛЬЗУЮТСЯ для объяснения меха- 
низма действия многих веществ на организм. Действие цитохром-оксидазы 
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тормозят цианиды, азиды и Н5. Активность оо. ферме тормозит ь 
хлорпромазин. Амитал тормозит окисление а: еида, держащегося 
в оксидазе НАД-Н,. Антимицин, как и ана Ее “Убстанции, бло 
кирует редукцию цитохрома с1. Е тоено : ы ть нарушают 
оксидативную фосфориляцию. Влияние субстанций, более часто рам 
няемых в исследованиях процессов тканевого окисления, представлено я 
рисунке 31. Установлено также, что некоторые вещества тормозят активность 
моноаминоксидазы. Возможность такого влияния на обмен биогенных аминоь 
в организме используется в терапевтических целях (подробней смотри: ИНгиби- 
торы моноаминоксидазы в главе о ферментотерапии). 
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Рис. 31. Место действия некоторых ингибиторов на цепь переносчиков электронов. Сог- 
ласно Стееп (8), модифицировано. + /2 — флавопротеиды; О — кофермент О; а, с, с — ци- 
тохромы; Ее — железо, не входящее в состав гема $; Си — медь цитохромоксидазы, 
























Клинический интерес к ферментологии возрос с тех пор, когда опре- 
деление активности ферментов приобрело значение в диагностике неко- 
торых заболеваний, а ферментотерапия нашла более широкое применение. 
Была показана возможность использования в диагностических целях также 
многих окислительно-восстановительных ферментов. Десмоферменты проч- 
но связаны с субстратом и в сыворотке обычно не встречаются, за 
исключением некоторых дегидрогеназ. Они приведены в таблице 9. 
Там же перечислены заболевания, при которых отмечается увеличение 
их активности в сыворотке. Следует подчеркнуть, что рост активности 
перечисленных ферментов является лишь доказательством поражения или 
разрушения клеток, главным образом в паренхиматозных органах. Рас- 
стройств в течении окислительно-восстановительных процессов в организме 

С следования ферментов в сыворотке. Опре- 
деленный интерес в клинике представляет каталаза. Этот фермент в настоя- 
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ности цитохром-оксидазы в гистохимической диагностике на секционном 
материале при инфаркте миокарда (4). 

Свойствами окислительно-восстановительного фермента обладает церу- 
лоплазмин (содержащая медь оксидаза). Он способствует окислению бен- 
зидина и парафенилдиамина, что используется при определении этого фер- 
мента. Нормальное содержание церулоплазмина в плазме равно 20—35 мг%. 
Количество его изменяется при некоторых заболеваниях. Однако практи- 
ческое значение имеет лишь уменьшение содержания церулоплазмина в плазме 
при болезни Вильсона (гепатолентикулярной дегенерации). Плазма ново- 
рожденных содержит мало церулоплазмина (около 7 мг%). Хроматографи- 
чески в плазме удалось обнаружить две фракции церулоплазмина. Соотно- 
шение концентрации этих фракций, однако, одинаково как у больных, так 
иу здоровых. Следует еще отметить, что до настоящего времени не выяснено, 
играет ли действительно церулоплазмин роль фермента в организме. Пока 
он не внесен в таблицу известных ферментов (10). 


Таблица 9 
Дегидрогеназы, активность которых определяется с диагностической целью 








нта 
На. Название фермента Заболевания, при которых активность ферме 
повышается 
| 
№ Лактатдегидрогеназа | Инфаркт миокарда, заболевания паренхимы пе- 
| чени, ревматизм, лейкозы, злокачественные но- 
| вообразования, тиреотоксикоз, хронический не- 
фрит, диабетическая кома, беременность, отрав- 
ление СО и барбитуратами 
| 
2. Малатдегидрогеназа Инфаркт миокарда, поражение печени, тиреоток- 
сикоз, печеночная кома, хронический нефрит, 
отравление СО и барбитуратами, ревматизм 
3. 1-идитол (сорбитол) деги- Гепатиты 
дрогеназа 
4. Глутаматдегидрогеназа Поражение паренхимы печени, ЧузкгорШа пазси- 
1опип Егба 
5 Изоцитратдегидрогеназа Поражение паренхимы печени, скелетных мышц 
6. &-гидроксибутират дегидро- | Инфаркт миокарда, поражение паренхимы печени 
геназа 








Кофермент О обнаружен в моче, однако до настоящего времени нет сообще- 
ний о расстройствах выделения его при патологических состояниях (12). 

Интерес представляют попытки применения цитохрома с с терапевтической 
целью, особенно при отравлениях окисью углерода. Однако этот метод пока 
не нашел широкого клинического применения. 

Методы определения дегидрогеназ, имеющих диагностическое значение, 
приведены в другом месте. } 

Ниже приводим методику определения церулоплазмина (Вау!) 
(18). Принцип методики основан на реакции ферментативного окисления 
парафенилдиамина (ПФД). 


Реактивы: 

1) реактив ПФД: двусолянокислый парафенилдиамин растворяют в минимальном 
объеме горячей дистиллированной воды, затем раствор обесцвечивают активированным 
углем и фильтруют в горячем состоянии. Фильтрат ставят для рекристаллизации в холо- 
Дильник при температуре 4°С. Выпавшие белые кристаллы очищенного ПФД, сушат 
и хранят в вакууме над хлористым кальцием. Очищенные кристаллы можно с успехом 
хранить в запаянных стеклянных трубочках; 
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Из очищенного препарата непосредстенно перед употреблением приготав 
раствор. 
2) 0,4 М ацетатный буфе 


т 
при температуре 4°С; неограниченно стойкий при к с 
3) 0,5% водный раствор азида натрия (неогр: Ри комнатной темпе. 


Пивают 0 50, 
д о 

рсерН 5,5. Приготавливают его в болыном КОлИчестве и з 
‘Раня, 


анна: определение активности церулоплазмина Следует прои 
в сыворотке без следов гемолиза. Для анализа ыы ты сыворотка, эк 
которой, после разведения ее 0,4 М ацетатным буфером „отношении 1:100, п 
0,1. Для анализа можно пользоваться также сывороткой, которая. сохранилась у 
несколько недель при температуре 0°С. В 3 силиконизованные пробирки наливают м 
0,1 мл сыворотки. В одну из них прибавляют 1 мл 0,5%, раствора азида натрия (Контроль 
ная проба), а затем во все три пробирки по 8 мл ацетатного буфера, после Чего также во 
все пробирки по 1 мл 0,5% раствора ПД. После смешивания опытные пробы потру, 
жают в водяную баню на 1 час при температуре 37 С таким образом, чтобы Жидкость 
в пробирках была на одном уровне с ой в водяной бане. По окончании инкубации 
к опытным пробам прибавляют по 1 мл 0,5% раствора азида натрия. После смешивания 
содержимого, пробирки ставят в холодильник на 30 минут при температуре 4—10>. 
Раствор колориметрируют в кюветах толщиной 1 см при длине волны 530 Мы. В нормаль. 
ных условиях экстинкция колеблется в пределах от 0,2 до 0,7. Если Экстинкция пре- 
вышает 0,7, то следует повторить определение с разведенной сывороткой. 
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ФОСФАТАЗЫ 
МАКТАМ ОБЕО$К! 


ОБЩИЕ ЗАМЕЧАНИЯ р 
фосфорной 


Фосфатазы являются ферментами, которые отщепляют остаток осу- 
КИСЛОТЫ от ее органических эфирных соединений. Первые сообщения ботах 
ществовании таких ферментов в рисовых отрубях встречаются В лено 
ть Ученых (66). Вскоре после этого наличие их было те еразы 
г. анях животных. Фосфатазы можно разделить на фосфомоно те. 

осфодиэстеразы. В данной главе будут рассмотрены лишь первы 
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Фосфомоноэстеразы гидролизи: 


5 руют простые эфиры фосфорной 
по следующей схеме: ъ а. 





























он ОН 
.& х, 
ле + Н.0 > ВОН + ОН-Р=О 
он он 


Ферменты этого типа очень Распространены как в животном, так и в расти- 
тельном мире. Они обнаружены в почках, слизистой оболочке кишечника, 
костях, предстательной железе, печени, поджелудочной железе, легких, 
селезенке, щитовидной железе, яичках, мышцах, мозге, крови, моче, эритро- 
цитах, лейкоцитах и других тканях. 


Фосфодиэстеразы гидролизируют двойные эфиры фосфорной кислоты по 
схеме: 





он он 
ое ей 
В О-Р=Оо + Н.О > В—ОН + НО-Р=О 
нЕ У 
о—в, о—в, 


Специфичность фосфатаз очень разнообразна. Местом приложения не- 
которых из этих ферментов является только определенный вид эфирной 
связи; они не проявляют специфичности по отношению к органической части 
гидролизируемого фосфатного эфира. Так например, существуют фосфо- 
моноэстеразы, гидролизирующие целый ряд разных фосфатных эфиров, 
независимо от строения органического остатка. Существуют также фосфо- 
диэстеразы, обладающие только групповой специфичностью. Кроме того 
имеются фосфатазы с довольно узкой специфичностью по отношению к опре- 
деленным фосфатным эфирам, например, глюкозо-6-фосфатаза, 5-нуклеоти- 
даза, фруктозо-1,6-дифосфатаза, которые практически гидролизируют только 
соответствующие их названию фосфатные эфиры. 

Для фосфомоноэстераз с групповой специфичностью (изодинамические, 
фосфатазы), а не с субстратной, в настоящее время еще применяется деление 
на четыре типа, которые ввели ЕоПеу и Кау (20). Эта классификация с неко- 
торыми дополнениями (57) приведена в таблице: 





гос. 1991 























Оптимальная сео. 
Тип |Оптимум рН] стабильность! Активаторы |Ингибиторы & и В гли- Встречаются 
ореаешн церофосфата 
т 8,6—9,4 7,5—8,5 | Ман, да —н слизистая 
Со++, Мп*+ | цианиды В>“ оболочка, 
кишечник, 
почки, кости 
ИР в В>& предстатель- 
ь я а ная железа 
Ш 3,4—4,2 4,5—5,5 МЕ++ В>« печень 
| 50—60 |" 6.575 М++ «>В эритроциты 











Исследования индивидуальной специфичности фосфатаз затруднены, так 
как до настоящего времени не удалось получить в кристаллическом состоянии 
ни одного из этих ферментов. Я 

Установлено, что кроме гидролитической функции, фосфатазы обладают 
способностью переносить фосфатные остатки, то есть функцией трансферазы 
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(48). Донаторами в этих реакциях может быть ряд Эфиров, встреча 
ю 





в физиологических условиях и полученных синтетически, наприме ЩИхся 
креатин, фосфоенолопирогронат, глюкозо-1-фосфат, п-нитро Бы. фо фо- 
и другие. Акцепторами остатков фосфорной кислоты .. 


спирты, глицерин, фруктоза, глюкоза и другие. В настоя 
какое физиологическое значение имеют реакции этого тина 
степени они происходят в живых организмах. Реакции, катализи 
фосфатазами, являются равновесными, причем равновесие так далеко пе 
мещено в направлении гидролиза, что является мало вероятным, = 


Чтоб 
синтез фосфатных эфиров под влиянием этих ферментов имел фиЗиолот 
логи. 
ческое значение. й 


сть 
щее время Неизвестно. 
, 


какой 
РУемые 


ЩЕЛОЧНАЯ ФОСФАТАЗА 


Этим термином определяется ряд ферментов, общей чертой которых Являет- 
ся оптимум рН примерно 9,0, более быстрое разложение В-глицерофосфата 
чем & изомера, а также активирующее влияние ионов магния. Ферменть 
с этими свойствами относятся по приведенной выше классификации к типу 
Т фосфомоноэстераз. Инактивирует их ряд соединений, обладающих способ. 
ностью образовывать комплексы с ионами металлов, такие как циаваты, 
цистеин, глутатион, фенантролин, «,’-дипиридил и другие. Тормозящее 
влияние оказывают также соединения, реагирующие с аминовыми группами, 
как нитриты, формальдегид и хиноны. Инактивацию, вызванную соедине- 
ниями, образующими комплексы, в некоторой степени удается обратить путем 
диализа или прибавления ионов двухвалентных металлов. Действие соедине- 
ний, реагирующих с аминовыми группами, необратимо. 

Фосфатаза широко распространена в животных тканях. Наилучшими 
источниками фермента являются: слизистая оболочка кишечника, почки, 
костная ткань и печень. Шелочную фосфатазу костей впервые описал Ко лот 
(56). Она встречается в костях там, где происходят процессы окостенения, 
в которых ей приписывается важное физиологическое значение. Этот фермент 
обнаружен в области эпифизарного хряща длинных костей, но его нет в гиали- 
новом хряще. По мнению некоторых авторов щелочная фосфатаза костей 
вызывает освобождение неорганических фосфатов из эфиров фосфатных 
сахаров, образующихся из гликогена в остеобластах. При наличии ионов 
кальция дело доходит до выпадания в основной субстанции кости нераство- 
римых фосфатов и кальция. Содержание щелочной фосфатазы в костях 
У детей в периоде роста многократно превышает содержание ее у взрослых. 

акже у животных с рахитом количество этого фермента в костях превышает 
количество его у здоровых животных. Это является проявлением патологи- 
чески повышенной активности остеобластов, клеток, принимающих участие 
в процессе образования костной ткани. Большое количество щелочной фосф2- 




































едине- 


ЧШИМИ 
ПОЧКИ, 








В сыворотке имеется фосфатаза с оптимум РН примерно 9,0, которая по 
своим свойствам сходна с ферментом, находящимся в костях. 

Принято считать, что фермент сыворотки происходит главным образом 
из костной системы. Об этом свидетельствует ряд клинических и экспери- 
ментальных данных. Активность щелочной фосфатазы в сыворотке у детей 
гораздо более высокая, чем у взрослых, что приписывается усиленной функции 
остеобластов в связи с ростом костной системы. Не отмечено уменьшения 
активности фосфатазы сыворотки у подопытных животных после удаления 
печени, почек, яичек, селезенки и кишечника. Применением специфических 
антител против фосфатазы из кишечника и костного мозга установлено, что 
у людей с повышенной активностью ферментов в сыворотке мало вероятным 
является их кишечное происхождение (59). О костном происхождении фер- 
мента сыворотки свидельствует увеличение активности его при ряде забо- 
леваний костной системы (36, 37). Увеличение активности фермента в сыво- 
ротке имеет место при рахите (14), причем колебания активности его довольно 
верно отображают динамику патологического процесса; активность умень- 
шается после применения препаратов витамина Г (64). 

Постоянное увеличение активности щелочной фосфатазы сыворотки имеет 
место также при остеомаляции, болезни Педжета, Реклингаузена (озеодуз- 
торта ЙЬгоза зепегайзаа сузиса) (26, 27), при остеосаркомах (затсота озйео- 
вепез) (21), а также при метастазах опухолей в кости. Увеличение активности 
фермента описано также при синдроме Фанкони (47), при озедвепеях ипре’- 
Лема (65). Нормальная активность щелочной фосфатазы встречается при 
остеопорозах, деформирующем спондилозе, болезни Бехтерева, деформиру- 
ющем артрозе и при болезни Аегз-ЗсНбиБеге. Резкое увеличение активности 
щелочной фосфатазы наблюдается у больных с механической желтухой, 

а также при билиарном циррозе печени (55, 28). Увеличение активности 

фермента наступает не только при закупорке общего желчного протока, но 

и при затруднении оттока желчи в результате закупорки внутрипеченочных 

желчных путей и при воспалении желчных протоков (сйоапеии5) (41). В мень- 

шей степени активность щелочной фосфатазы увеличивается при паренхи- 
матозном гепатите и при циррозе печени. Диагностическое значение имеет 
также исследование активности щелочной фосфатазы сыворотки для обнару- 
жения метастазов опухолей в печень (19, 62). Ученые задумывались над 
механизмом увеличения активности щелочной фосфатазы при заболеваниях 
печени. Наиболее широко распространена следующая теория: костная система 
является источником фермента в сыворотке, причем печень удаляет фермент 
из сыворотки, выделяя его в желчь. При затруднении оттока желчи насту- 
пает накапливание фермента в сыворотке и увеличение его активности. Ряд 
авторов считают, что в увеличении активности щелочной фосфатазы при 
заболеваниях печени большую роль играет активное усиление продукции 
фермента печеночными клетками. Некоторые авторы а - объяснить 
рост активности щелочной фосфатазы при механических желтухах активиза- 
цией уже существующего фермента сыворотки составными частями желчи, 
печеночными клетками, или продуктами бактериального происхождения при 

суще 46). 

о о - активность щелочной ть сыворотки 

является более высокой у детей и постепенно падает к 18—20 годам жизни. 

я е более высокая, чем у детей, ро- 
недоношенных детей активность эта ещ а 20.30% боле 
дившихся в срок. У мужчин активность этого фермента н фе мента уве- 

высокая, чем у женщин. Во время беременности мы т у. 

личивается, особенно между 6 и 9 месяцами. Описаны коле ме — 

Фермента у детей в зависимости от времени года, причем в л МеСНАВ 
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она на 50% ниже, чем в зимние. Это связывают с гиповитамино 

в зимние месяцы (4). Исследовано также влияние гормонов аи Зы 
щелочной фосфатазы. Кастрация и удаление гипофиза приводят в тИВНОСт, 
нию активности фермента. Соматотропин увеличивает активно Уменьщье. 
как АКТГ снижает активность фермента. У животных тироксин Ч ° Тогда, 
активность, а дийодтирозин снижает (4). Различные факторы , 
личивают активность фосфатазы лейкоцитов у людей, причем т уве. 
можно получить введением АКТГ (68). При электрофоретическом раз 
белков на крахмальном столбике установлено, что щелочная а 
обладает подвижностью, соответствующей & и ®-глобулинам, с п еее 
данием активности в области &,-глобулинов. При заболеваниях косте и 
содержание фосфатазы &, равнялось 2,2%, тогда как соответству, 
держание при инфильтрационных заболеваниях печени и при механически, 
желтухах равнялось 16,2%. В сыворотке у здоровых людей и больных те 
ражением печеночных клеток соответствующее количество равнялось 18 
и3,5%. Обе фосфатазы имели одинаковый оптимум РН и одинаковую уст, 
тельность к цианидам. Значительная часть фосфатазы желчи обладала по ДВИЖ- 
ностью, соответствующей &!-глобулинам (58). 


ЮЩее со. 


КИСЛАЯ ФОСФАТАЗА (Ф,.) 


Имеется несколько фосфатаз с кислым оптимум РН. Наибольшее клини- 
ческое значение имеет кислая фосфатаза предстательной железы, относящаяся 
ко И виду фосфомоноэстераз. Кроме предстательной железы ферменты с 1а- 
кими же свойствами имеются также в печени, селезенке, и в меньшем коли- 
честве в других органах. Предстательная железа у человека является органом 
наиболее богатым Ф,„, чем и объясняется высокое содержание ферментов 
в соке предстательной железы, сперме и моче у мужчин (15, 43). Только пред- 
стательная железа человека и высших обезьян содержит большое количество 
Фк; предстательная железа собаки, быка, крысы и других животных содер- 
жит лишь незначительное количество этого фермента. Кислая фосфатаза пред- 
стательной железы необратимо инактивируется спиртом, ацетоном, уретаном, 
чем она и отличается от других фосфатаз, имеющихся в крови. 0,5%, фор- 
мальдегид не оказывает влияния на ее активность. Другими ингибиторами 
фермента являются тартраты, оксалаты и фториды. Кислую фосфатазу удалось 
очистить до однородного белка (49). Ф,, как установлено путем гистохими- 
ческой методики (©. Сотог), находится в железистом эпителии предстатель- 
ной железы человека (23). В детском возрасте эта железа содержит неболь- 
шое количество фермента (29). Давая молодым обезьянам гЙезих тестостеро"» 
можно вызвать их преждевременное половое созревание, одновременно ти 
ревает железистый эпителий предстательной железы и количество Ф»х бы тя 
увеличивается до величин, встречаемых у взрослых (30). У женщин и МЕ и 
ков с мочой выделяется небольшое количество Ф,. В периоде полового м 
вания выделение фермента с мочой резко увеличивается; у мальчиков иу Е и 
слых мужчин оно превосходит в 5 раз количество фермента в моче у женщ 
Моча, собранная У мужчин при нормальном мочеиспускании, С°. 60). 
больше Ф,., чем моча, полученная катетеризацией мочевого пузыря (42, осфа- 
Эти данные свидетельствуют о том, что усиленное выделение кислой в 
тазы у мужчин в периоде полового созревания зависит от функции ПР 
тельной железы. в моче. 

Неизвестно происхождение внепростатической части этого фермента свиде- 
Против предположения, что этот фермент происходит из эритроцитов» 


арт?" 
тельствует наблюдение, что Ф,. в моче У женщин парализуется М/10 таР 
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том, а не 0,5% формалином, то есть также, как Ф, предстательной железы 
мужчин (14). Кислая фосфатаза сыворотки в физиологических условиях про- 
исходит вероятно из печени, селезенки и других органов, а не из предстатель- 
ной железы. Об этом свидетельствует то, что активность фермента в сыво- 
ротке у женщин и у мужчин одинакова (70). 

Печень, почки и селезенка содержат фосфомоноэстеразу Ш типа, оптимум 
РН которой равен 3,4—4,2. Этот фермент парализуется ионами магния; фор- 
мальдегид и тартрат не оказывают на него влияния. В эритроцитах содержится 
кислая фосфатаза, активность которой примерно в 100 раз превышает актив- 
ность фосфатазы сыворотки. Оптимум ее РН равен 5,0—6,0. Для дифферен- 
циации Фх эритроцитарного происхождения или Ф,. из других органов от Ф, 
предстательной железы, предлагается пользоваться 0,5% формальдегидом, ко- 
торый не оказывает влияния на фермент предстательной железы, а ингиби- 
рует эритроцитарный и другие ферменты (1). Спирт ингибирует фермент 
предстательной железы; другие кислые. фосфатазы печени и почек частично 
парализуются фторидами и оксалатами. 0,01 М фторид патрия парализует 
82,6% фосфатазы предстательной железы. Очень сильным ингибитором Фк 
предстательной железы является [.-тартрат, что использовано для определе- 
ния активности ФФ, предстательной железы в присутствии других кислых 
фосфатаз. Кислая фосфатаза эндометрия реагирует так же, как Ф»„ пред- 
стательной железы, то есть почти полностью парализуется 0,02 М Г.-тартратом 
(63). Ионы Си резко парализуют эритроцитарный фермент. Увеличение актив- 
ности кислой фосфатазы в сыворотке почти специфически указывает на суще- 
ствование рака предстательной железы с метастазом в кости (31). Причиной 
этого увеличения активности фермента вероятно является прорастание лим- 
фатических и кровеносных сосудов в опухолевую ткань и проникновение 
фермента в кровяное русло. Хирургические операции, как и ручной массаж 
предстательной железы, вызывают увеличение активности кислой фосфатазы 
в сыворотке (33). До настоящего времени почти ничего не известно о физио- 
логической роли кислой фосфатазы у человека. Гормональный контроль фер- 
мента и высокие концентрации его в эйякуляте указывают на связь фермента 
с процессами оплодотворения. У больных раком предстательной железы ка- 
страция или введение больших доз эстрогенов приводит к уменьшению актив- 
ности Ф„ в сыворотке. 


5-НУКЛЕОТИДАЗА 


Ве15 обнаружил в разных тканях наличие щелочной фосфатазы, Я 
чески гидролизирующей 5’-нуклеотиды, такие как аденозино- и инозино->- 
-фосфорная кислоты. Ортимум РН этого фермента равен 7,8 и за исключением 
кишечника активность его в физиологических границах рН во всех тканях 
У человека более высокая, чем щелочной фосфатазы (51, 52, 53, 54). Нерре! 
и Нмое (32) в 50 раз очистили фермент из семенной жидкости быка и уста- 
новили, что кроме двух вышеназванных нуклеотидов, он разлагает ре 
и цитидил-5-фосфат, никотинамидмононуклеотид (НМН)ив р. Ее 
рибозо-5-фосфат. На 2’- и 3’-нуклеотиды фермент не действует. Е 
фермента содержится в предстательной железе и задней доле гипофиза. р 
мент в довольно большом количестве встречается также в тканях, в т 
неспецифическая щелочная фосфатаза встречается лишь в незначительном 
количестве. К таким тканям относятся яички, стенки сосудов, щитовидная 
железа. Также обызвествляющийся хрящ в условиях физиологической РН 
высоко активен по отношению к аденозин-5-фосфату. Активность фермента 
В сыворотке здоровых людей очень незначительна. При заболеваниях пе- 
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чени, сопровождающихся увеличением активности неспецифической к 

ной фосфатазы, отмечается также УВеПИЧСНИЕ активности >НУклеоти ОЧ. 
У больных с заболеваниями костной системы и увеличением аКТИВНости 
лочной фосфатазы, активность 5-нуклеотидазы остается в Норме или е- 


Увели_ 
чивается лишь незначительно (16). и 


ФРУКТОЗО-1,4-ДИФОСФАТАЗА — ГЕКСОЗОДИФОСФАТАЗ А 


Сотог! установил, что в печени и почках существует специфическая бе 
фатаза, отщепляющая фосфатный остаток в положении | от Фруктозо-1 6. 
-двуфосфорного эфира, и гораздо слабее, от фруктозо-1-фосфорного фра 
(24). Оптимум РН фермента равен 9,7, а ионы Ме и Мп активизируют его 
Фенилфосфат и В-глицерофосфат ферментом не гидролизируются. Фернет 
вероятно имеет значение в гликогенезе из аминокислот, фруктозы и молочной 
кислоты. Активность его увеличивается У животных, которые получают бед. 
ную уг. леродами диету, а также после введения кортизона. 


ГЛЮКОЗО-6-ФОСФАТАЗА 


Глюкозо-б-фосфатаза является специфическим ферментом, разлагающим 
глюкозо-6-фосфат на глюкозу и неорганический остаток фосфорной кислоты. 
Этот фермент обнаружен в печени, почках и тонком кишечнике, где он связар 
с микросомной фракцией клеток. Он отличается высокой лабильностью, опли- 
мум РН его равен 6,5. Уже через несколько часов хранения гомогенатов при 
комнатной температуре активность фермента резко падает (17, 8, 67, 13). 
Этому ферменту приписывают решающую роль в регуляции уровня сахара 
в крови, так как при расщеплении глюкозо-6-фосфата образуется свободная 
глюкоза, которая может проникать в кровяное русло. Голодание животных 
и диета, бедная глюкозой, а также веществами, могущими быть непосред- 
ственным источником глюкозы, вызывает увеличение активности фермента 
в печени. Значительное увеличение активности фермента наблюдалось также 
у животных с экспериментальным аллоксановым сахарным диабетом. Введение 
этим животным инсулина вызывало снижение активности фермента в пе- 
чени. Увеличение активности глюкозо-6-фосфатазы, хотя и в небольшой 
степени, наступает после введения кортизона (44, 3, 22). Сом и сотрудники 
установили, что одна из форм болезни СчегКе возникает на почве генетическо- 
го дефекта, заключающегося в отсутствии глюкозо-6-фосфатазы в печени. 
Этим объясняется низкий уровень сахара в крови у детей с этим заболева- 
нием, как и накопление гликогена в печени (10, 11). 


МЕТОДЫ ОПРЕДЕЛЕНИЯ АКТИВНОСТИ ФОСФАТАЗ 


Активность фосфата чаще всего определяют при помощи синтетическ, 
полученных субстратов. С этой целью обычно пользуются & и В-глицерофо®” 
фатом, фенилфосфатом, фосфорным эфиром фенолфталеина, п-нитроф". 
Фосфатом, и ®-нафтилфосфатом, чаще всего в виде солей натрия. АК 
ность фермента определяют по количеству освободившегося т в 
количе освободившегося органического остат ого 
Е эфира после КУ бани фермента с бстратм в течение определен с 

ериода времени. Для определения неорганических фосфатов еще ы я 

















фенилфосфата натрия, количество освободившегося фенола определяют при 
помощи реактива РоНп и С!осаЦеаи. Веззеу и сотрудники (5) в качестве 
субстрата ввели п-нитрофенилфосфат. Нитрофенол, освободившийся во 
время реакции, можно определить, не удаляя белка из пробы, чувствитель- 
ным спектрофотометрическим способом. Низешз и 'Та]ау в качестве суб- 
страта ввели двуфосфорный эфир фенолфталеина. Показателем активности 


Активность фосфатаз обозначают в единицах. В этом вопросе царит боль- 
шая неразбериха, так как практически имеется столько разных единиц фос- 
фатазы, сколько описано способов ее определения. Сравнение единиц, введен- 


Единицей ВодапзКу является то количество фермента, которое при РН 
[°] 


8,75, или 5,0 и температуре 37° вызывает в течение 1 часа освобождение 1 мг Р 
из 0,5% раствора В-глицерофосфата натрия на 100 мл сыворотки. 

Единицей Кшё-Апизтопе является то количество фермента, когорое при 
РН 8,9—9,1 или 5,0 и температуре 37,5° вызывает освобождение в течение 30 
минут 1 мг фенола из 0,005 М раствора динатрофенилфосфата на 100 мг сы- 
воротки. 

Единицей Веззеу является то количество фермента, которое освобождает 
1 имоль нитрофенола/1000 мл сыворотки в течение 1 часа, в условиях опыта. 
Хотя имеются трудности в сравнении этих единиц, однако приблизительно 1 
единица ВодапзКу равна 2,5—3,0 единицам Ки1з-Агизеопеа и 0,56 единицам 


Определение активности фосфатаз сыворотки по отношению 
к р-глицерофосфату. Эта методика является модификацией методики Во- 

пзКу (6) и заключается в измерении количества освободившегося фосфата 
во время инкубации сыворотки с В-глицерофосфатом натрия. 


Реактивы: 

1) Н/10 Маон; |: 

2) 1Н уксусная кислота. 60 мл ледяной уксусной кислоты разводят водой до 1 литра 
и титр раствора проверяют титрованием едкой щелочью в присутствии фенолфталеина; 

основной раствор В-глицерофосфата натрия: 0,85 г мединала и 1,0 г глицерофосфата 
растворяют в 100 мл мерной колбе и доливают водой до метки, после чего наслаивают 
петролейный эфир с температурой кипения 20—40 ; хранят в холодильнике; 

4) субстрат для щелочной фосфатазы; в мерную колбу отмеривают 50 мл основного 
<Убстрата и 2,8 Н/10 раствора МаОН. Дополняют до 100 мл. Хранят в холодильнике под 
<лоем Иного эфира; 

5) т ем м ‘фосфатазы. В 100 мл мерную колбу отмеривают 50 мл 1н 
уксусной кислоты, дополняют до 100 мл. Необходимо проверить РН, которое должно 
Равняться 5,0. Хранят в холодильнике под слоем петролейного эфира; 

6 о ая кислота; з 

) = Е ет неорганических фосфатов по ВКе и Зибаггочу (18). 

ОД исследования: в одну пробирку отмеривают 9 мл субстрата для щелочной 
Фосфатазы, а в другую — 9 мл субстрата для кислой фосфатазы. Пробирки подогревают 
до 37.59, затем прибавляют по 1 мл сыворотки. Инкубируют в Е: часа, после чего 
прибавляют по 2 мл 40% раствора трихлоруксусной кислоты. Контрольные пробы для 
9боих фосфатаз ставят таким же образом с той только разницей, что сыворотку при- 
бавляют после трихлоруксусной кислоты. После удаления осадка белка центрифугиро- 
званием или фильтрацией, прирост неорганических м. определяют в ча 
фоученных фильтратов инкубированных смесей для кислой или щелочной фос- 

атазы. 
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Активность фермента выражают в единицах Водапзку. За одну 
принимают такое количество фермента, которая на 100 мл сыво ы од 
бождает 1 мг фосфора в течение 1 часа. От количества фос р о о 
ванной пробы следует отнять количество фосфора контрольной ее У 
ченный результат, умноженный на 100, дает активность Фосфатазы ы 
цах ВодапзКу. У здоровых взрослых людей активность щелочной фо 
не превышает 2—5 единиц ВодапзКу, а кислой фосфатазы — дин 

Определение активности фосфатазы сыворотки способон к 
и Ко (38). Метод основан на определении количества освобождены 
фенола из динатрофенилфосфата при помощи реакции Ст -Тл Ого 
В щелочной среде, в присутствии окислителя, фенол с 4-амин 
дает красное окрашивание, которое можно определить коло 
Определение можно производить без удаления белка из проб 
реакцию описали Роже и ЗтаИВ (50). Реакция идет по урав 


еДини. 
Сфатазы 


нению: 
Щело% 
НС-СЕСМН, + он ОКИСЛИТЕЛЬ реа а о 
н,с-—м\ Со АА СО 
м м 
| 
сн, СН, 
та Хинонобие бубетипиционный 
продукт [краснозо цбета) 
Реактивы: 


1) карбонатный 
в 1000 мл Н,О. Буфер срН 4,9: 21г крис я 
В 188 мл Н МаОН и объем раствора доводят до 500 мл. Проверяют рН и в случае необхо- 


хлороформа и хранят в холодильнике; 


2) субстрат: 0,01 М динатрифенилфосфат (2,18 г на1л воды). Раствор доводят са 
кипения, быстро охлаждают, прибавляют несколько капель хлороформа и хранят в хо- 


Из этого раствора приготавливают два рабочих стандарта, содержащих 0,01 и 0,03 мг 
фенола в 1 мл. Консервируют, прибавляя несколько капель хлороформа; 


ы к сле Ма 
дают таким же образом, с той только разницей, что сыворотку прибавляют по! 


Р ‚т на ы 
стандарты, причем. вместо 0,1 мл сыворотки берут и водой 


В. 
вместо фенола. Сразу же после прибавления железосинеродистого ть 
окрашивание, которое, при хранении пробы в темноте, удерживается в те 


Результат определяют при длине волны 510 му. 
Расчет: 


единицы Кше-А — опытная проба — контроль 
=: р стандарт — слепая проба 50. 
100 _ опытная проба — контроль Х 10 (или 
х 0,01 = 
ох РИ стандарт — слепая проба 


Методика дает Результаты, соответствующие 
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методике Кша и Аппзцопс (39). 
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Активность щелочной фосфатазы в норме равна 3—13 единицам, а кислой — 
1--5 единицам. 

Определение активности кислой фосфатазы предстательной 
железы в сыворотке, с применением тартрата в качестве инги- 
битора, по методу К1пё и ]ератВеезап (40). Полная инактивация ки- 
слой фосфатазы наступает при конечной концентрации тартрата 0,025 М. Ана- 
лиз следует производить в день взятия крови или в течение 24 часов, при 
условии хранения пробы в холодильнике. 


Реактивы: реактивы те же, что и в предыдущей методике. Дополнительно следует 
приготовить 1 М раствор 1(-+) винной кислоты, растворяя 15 г кислоты примерно в 70 мл 
воды. Затем прибавляют 18,5 мл 10 Н МаОН, доводят рН до 4,9, дополняют водой до 
100 мл. Хранят в холодильнике с несколькими каплями СНС1,. Аминоантипириновый 
реактив приготавливают, смешивая равные количества 0,6% раствора 4-аминоантипи- 
рина и 0,5 М МаНСО,. Устойчив при хранении в холодильнике в течение 1 месяца. 

Ход анализа: приготавливают три пробирки: А — общая активность, В — активность 
после инактивации фосфатазы предстательной железы тартратом, С — контроль. В каждую 
из пробирок отмеривают по 1 мл субстрата и 1 мл буфера. В пробирку В прибавляют 
1 каплю тартрата. Подогревают в водяной бане до 37°С и в пробирки А и В прибавляют 
по 0,1 мл сыворотки. Инкубируют в течение 1 часа, а при высокой активности фосфа- 
тазы — меньше. Реакцию прерывают, прибавляя к каждой пробирке по 1мл 0,5 Н 
МаОН и смешивая содержимое. В пробирку С прибавляют 0,1 мл сыворотки, а затем 
во все пробирки по 2 мл аминоантипиринового реактива и 1 мл железосинеродистого 
калия. Приготавливают стандартную пробу, содержащую 1,1 мл буфера, 1 мл фенолового 
стандарта (0,01 мг/мл), 1 мл 0,5 Н МаОН, 2 мл аминоантипиринового реактива и 1 мл 
железосинеродистого калия. Слепую пробу приготавливают таким же образом, с той 
только разницей, что вместо фенола берут воду. Результат определяют при длине волны 
510 мы. 


Расчет: общая активность кислой фосфатазы в единицах Кше-Агизигопя на 100 мл: 


А—С 
стандарт — слепая проба 





х 10 


Фосфатаза, инактивированная тартратом, в единицах, как выше: 


А—В 
стандарт — слепая проба 





х1 


В эту методику можно также включить определение активности кислой фосфатазы, 
устойчивой к формолу. Для этого приготавливают пробу О, как и пробу А, но с прибавле- 
нием нейтрализованного формальдегида, рН которого предварительно доводят до 4,9. 
А ы 5 м р—С 

ктивность кислой фосфатазы, устойчивой к формолу х 10 

стандарт — слепая проба 





На основании исследования 65 лиц (43 мужчин и 22 женщин), авторы при- 
водят следующие цифры для нормы. Общая активность кислой фосфатазы 
в среднем равна 1,88 единицам (1,0—4,0), фосфатазы, инактивированной тар- 
тратом — 0,335 единиц (0—0,8), а устойчивой к формальдегиду — 1,0 (0,5—1,8). 

вторы предлагают считать верхней границей нормы для кислой фосфатазы, 
инактивированной тартратом, 0,7 единиц. 

Методика Веззеу, Гоумтгу и ВгосЬ определения активности фо- 
сфатазы по отношению к п-нитрофенилфосфату (5). 


аз АКТИВ А: 4,5 г глицина и 95 мг М&СЬ растворяют в 700—800 мл воды, прибавляют 
В ТН МаОН и доводят водой до 1000 мл. 
а ИВ В: 0,4% двунатрий п-нитрофенилфосфат в 0,001 Н НС1. рН раствора должно 
‚— В пределах от 6,5 до 8,0. Если РН выходит из этих границ, то его коррегируют при 
о МаОН или НС!. Необходимо проверить субстрат на наличие свободного нитро- 
О Е Для этого к 1 мл субстрата прибавляют 10 мл 0,02 Н МаОН и определяют экстин- 
Удали ри длине волны 415 ми. При Е большей, чем 0,08 при толщине слоя 1 см следует 
ить свободный фенол. Для этого реактив 2—3 раза экстрагируют равным объемом 
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> а, затем 1 раз насыщенным водой Эфиром 
енного водой бутанола, х ь 
нае Субстрат хранят в холодильн 
ции с 87% этанолом. 
ети ВЫКЬ равное количество реактива Аи Вин случае надос, 
не о лоа до 10,3—10,4 при помощи МаОН или НС1. Хранят в хо Нос 
водя 


ике. Его можно 


И До. 
б `` ЗОДил 
оянии. Если 2 мл этого СУбстрата пос = ЛЬНИКе 
замороженном сост Ле прибаь Же 
а ев яв иметь экстинкцию Ел; большую, чех 0,1 (при ВА них 
хх и, за реактив следует отбросить или экстрагировать бутан 
см), 


тр олом и Эфиром, ак О лоя 

оответствующего рН. 

выше, а Е ма п-нитрофенола на литр (молекулярный вес 
и, Пр для производства анализа достаточно 5 ил сыворотк 
ей ет в пробирки 6х 50 мм, погруженные в ледяную воду. В каждую п об 

ед т 50 ил холодного реактива С, смешивают и штатив < пробирками ставят, 

пе Е я пературой воды 38°. Инкубируют в течение 30 минут и снова охлажда 

дяную та е. Прибавляют 0,5 мл 0,02 Н МаОН и определяю» Экстинкцию т 

м пробирку прибавляют 2—4 ил концентрирован 

С А экстинкцию (Е,). Е, Е, = Е корригированная. Стан, 

пробу получают, подвергая 5 ил стандарта или воды такой же процеду 


139) 
и, Которук 


Нова 
юи слепую 
и сыворотку, 
тр СЫворотки 
то стандарты с 1,2,4и6 
оИЗвВодят по ско 


при- 
иза берут 
а после инкубации — 20 мл 0,02 Н 


рибавляют сыворотку. МаОН при- 
сыворотки, 
ед началом реакции следует раз- 
быстрой. 


Тем же методом можно определить активность кислой фосфатазы (2). 

Реактивы: Я 

1) 0,05 М цитратный буфер с РН 4,8, содержащий двунатрий п-нитрофенилфосфат 
7,5 х10 М; 

2) 0,05 Н Маон. 


уют в течение 
Ход анализа: 0,2 мл сыворотки и 1,0 мл раствора субстрата инкубиру АВЕ 
30 минут при температуре 37°. Прибавляют 4,0 мл 0,05 Н МаОНи определяют экстинкцию 

















Определение активности 
Потап и сотрудников (61). 

Реактивы: 

1) субстрат: 20 мл В-нафтил-фосфата на’ 


трия в 100 мл воды; д (Мегопа- 
2) 01 М вероналовый буфер с РН 9,1. Смешивают 950 мл 0,1 М мединал 
-Машйио) и 50 мл 0,1 Н НС!; 


80 мл 
3) 0,2 м ацетатный буфер с РН 4,8. Смешивают 120 мл 0,2 М ацетата натрия с 
0,2 М уксусной кислоты; 


т 
. створяю 
тетроазонат-ди-орто-анизидина. Непосредственно перед употреблением ра 

4 мг соли на 1 мл. п 


ут; 
ри комнатной температуре раствор стоек только 20—30 мину 
5 01 м Ма,СО, ; 


6) 40%, трихлоруксусная кислота; 
7) безводный этилацетат. 





2 трата 
субстр: 
‘денной сыворотки прибавляют 5 мл смеси буфера и 


ого Ра 

ого натрия, чтобы достигнуть оптимальн дот 

тетроазонатом ерез 7" 

-анизидина, смешивают И ЧР ря 

> ты. После Вб к. 
ихлоруксусной кисло’ 





цию 5 мл при 540 ми. по сравнению со слепой пробой, 
Приготавливают стандартную кривую при помощи 
В-нафтола. В качестве единицы принимают то колич 
10 мг В-нафтола в течение 1 часа при температуре 37 
на 100 мл сыворотки, следует количество освободи: 
если сыворотка для анализа была разведена в 20 


содержащей вместо сыворотки воду. 
проб, содержащих от 0,01 до 0,08 мг 
ество фермента, которое освобождает 
›5°С. Для расчета количества единиц 


вшегося нафтола умножить на 2000, 
раз. 


Определение активности 5-нуклеотидазы по П1хоп и Ригдощ 
(16). Неспецифическая щелочная фосфатаза при РН 9,0 обладает высокой 
активностью по отношению к фенилфосфату, адениловой кислоте и глицеро- 
фосфату. При РН 7,5 отмечается низкая активность по отношению. к глицеро- 
фосфату и фенилофосфату, а более высокая активность по отношению к аде- 
нозин-5-монофосфорной кислоте (5-АМ) приписывается влиянию специфи- 
ческой 5-нуклеотидазы (5-НТ). Поэтому активность 5НТ сыворотки равна 
разности общей активности к 5-АМФ и активности к В-глицерофосфату при 
РН 755. 

Реактивы: 

1) смесь буфера и глицерофосфатного субстрата с РН 9,3: 0,05 г В-глицерофосфата 
и 0,424 г диэтилбарбитурата натрия (мединала) растворяют в воде, рН доводят до 9,3 
и дополняют водой до 100 мл; 

2) смесь буфера и субстрата того же состава, РН которого равно 7,5. Получают при- 
бавлением примерно 1,2 мл Н НС; 

3) смесь буфера и субстрата 5-АМФ срнН 755: 0,087 г 5-АМФ и 0,424 г мединала раство- 
ряют в воде, рН доводят до 7,5, прибавляя примерно 1,2 мл Н НС], объем дополняют 
до 100 мл. 

Все реактивы хранят в холодильнике; 

4) реактивы для определения неорганических фосфатов по методике Фиске и Се- 
борроу (18). 

Ход анализа: активность неспецифической щелочной фосфатазы определяют по 
отношению к В-глицерофосфату натрия при рН 9,3. Активность 5-нуклеотидазы опре- 
деляют путем инкубации двух проб, одной с В-глицерофосфатом при РН 7,5 и другой 
с 5-АМФ при РН 7,5. Проба состоит из 0,2 мл сыворотки, которую прибавляют к 4,5 мл 
смеси буфера ‘и субстрата и 0,3 мл воды. Инкубация продолжается 2,5 часа.’ Реакцию 
прерывают прибавлением 1 мл 30% трихлорацетата. Слепую пробу не инкубируют. После 
отделения осадка белков путем центрифугирования, определяют количество освобо- 
дившегося неорганического фосфата в 4 мл безбелковой жидкости при 660 ми. Актив- 
ность выражается в единицах ВодапзКу. Приведенная методика определения щелочной 
фосфатазы заимствована у ЗЫпоу’ага и сотрудников (63). 

Расчет: активность щелочной фосфатазы рассчитывают в единицах Во4апзКу на 
100 мл из инкубации, произведенной с В-глицерофосфатным субстратом при РН 9,3. 
Активность 5-нуклеотидазы рассчитывают из разницы активности сыворотки в единицах 
при РН 7,5 по отношению к В-глицерофосфату и 5-АМФ. 
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6. 


ФЕРМЕНТЫ, ГИДРОЛИЗИРУЮЩИЕ ЭФИРЫ 
КАРБОНОВЫХ КИСЛОТ 


МАКТАМ ОВЕОТ5КТ 


ОБЩИЕ ЗАМЕЧАНИЯ 


относящиеся к этой группе, катализируют гидролиз эфирной 


ющие эфиры одно- 
с бо. 


ющая на эфиры 
и так далее. Э) 


дин 
липаза“ для фе ат. Бо. 


атакующего 
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то есть триглицериды этих кислот. Триглицериды жирных кислот считаются 
обычными субстратами для липазы. Название »алиэстераза“ или эстераза, 
оставлено для фермента, гидролизирующего алифатические эфиры с короткой 
цепью, например, бутират метила. Однако это деление не является абсолют- 
ным, так как липаза поджелудочной железы, например, кроме триглицеридов 
жирных кислот с длинной цепью разлагает также триацетин и трибутирин, 
а печеночная эстераза, которая, казалось бы, не разлагает истинных жиров, 
гидролизирует ароматические и алифатические эфиры жирных кислот с длин- 
ной цепью быстрее, чем соответствующие эфиры жирных `кислот с короткой 
цепью. Поэтому возникло предложение, чтобы критерием классификации 
являлась растворимость или нерастворимость субстрата. С этой точки зрения 
липаза была бы ферментом, действующим на нерастворимый субстрат, а соб- 
ственно эстераза — на растворимый субстрат. Реакции, катализируемые ли- 
пазой и эстеразой, приводят к установлению состояния равновесия между 
эфиром и продуктами его гидролиза. В определенных условиях, в среде, 
содержащей спирт, карбоновую кислоту и фермент, можно обнаружить ре- 
акцию синтеза соответствующих эфиров под влиянием фермента. 

Механизм гидролизирующего действия эстераз заключается, как устано- 
влено в последнее время (114), в исследованиях над холинэстеразой, в обра- 
зовании промежуточной, ацилированной формы фермента в реакции между 
ферментом и субстратом. Эта форма фермента в дальнейшем может вступать 
в реакцию с различными акцепторами, причем в условиях обычного экспери- 
мента акцептором является вода, но им может быть например какой-нибудь 
спирт. Такая же форма ацилированного фермента образуется и в обратной 
реакции, синтеза эфирной связи. 

Если ацилированная форма фермента образуется очень легко и в присут- 
ствии воды не наступает её быстрое разложение, тогда эфир действует как 
ингибитор при ферментном гидролизе других субстратов, так как он как бы 
блокирует „центр активности“ фермента. Этим механизмом объясняется дей- 
ствие ряда ингибиторов эстераз. В „центре активности“ ферментов важную 
роль играет молекула серина, и наряду с ней вероятно щелочная молекула 
гистидина, После реакции холинэстеразы с сильным ингибитором — диизо- 
пропилфторфосфатом, а затем деградации фермента, выявлено, что молекула 
ингибитора была связана с гидроксильной группой серина. Сходный меха- 
низм действия выявлен для специфической холинэстеразы и холинэстеразы 
сыворотки, а также для трипсина, химотрипсина, тромбина и фосфоглюкому- 
тазы (27, 60, 93, 98). 

В сыворотке человека ферментом с наибольшей эстеролитической актив- 
ностью является холинэстераза (ранее она называлась псевдохолинэстеразой). 
Липаза со свойствами липазы поджелудочной железы, то есть фермента, 
гидролизирующего истинные жиры и растительные масла, в нормальных 
условиях в человеческой сыворотке не встречается, или она имеется в таком 
незначительном количестве, что ее с трудом можно обнаружить. Этот фермент 
появляется при заболеваниях поджелудочной железы. В физиологических 
условиях отсутствует также липопротеиновая липаза, или отмечается лишь 
незначительная ее активность; этот фермент в болыпом количестве появля- 
стся в сыворотке после введения гепарина, По мнению Вауш и сотрудников 
(96), значительный процент эстеролитической активности сыворотки связан 
с ферментом, устойчивым к эзерину. Кроме этих ферментов в сыворотке по- 
стоянно имеется холестеролэстераза, приводящая при хранении сыворотки 
к уменьшению количества свободного холестерина и увеличению количества 
эфиров. Обнаружено также наличие в сыворотке небольшой активности фос- 
фолипазы А. 
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ХОЛИНЭСТЕРАЗА (Хэ) 


Холинэстеразами называются ферменты, которые быстрее 

эфиры холина, чем другие эфиры. Основное различие между 
линэстеразами и обычными эстеразами (алиэстеразой, арилэстер гр 
гими) заключается вероятно в чувствительности ера т ‚ Дру- 
торый полностью инактивирует фермент в концентрации 10-5М. обносо, 
разложения ацетилхолина кровью впервые отметил Ранпег 95), 
и Мауташ (69) установили, что этот процесс вызван Ферментом, содержа. 
щимся в крови, а название холинэстераза ввели Зедтап и сотрудники 
рые исследовали фермент, обладающий этими свойствами, в сыворотке 
лошади (105). 


сн.—с0—0—сн, + Н:0=СН,—СООН + снон 


> Кото- 
Крови 


| 
СН,—М№=(СН,,он СН =(СНуон 
'Ацетилхолин (Ах) Уксусная кислота Холин 


При дальнейших исследованиях (1, 75) оказалось, что в Крови существует 
по крайней мере два фермента, разлагающих ацетилхолин (Ах), один в эри- 
‘троцитах, а другой в сыворотке. Эти ферменты отличаются ДРуг от друга 
рядом свойств, причем фермент, содержащийся в эритроцитах, называется 
истинной холинэстеразой, или ацетилхолинэстеразой (АХэ) (Холинэстераза 1, 
а фермент, содержащийся в сыворотке — неспецифической холинэстеразой 
(Хэ) (Холинэстераза П), иногда же бутирил- или пропионилхолиноэстеразой, 

Истинная холинэстераза — ацетилхолинэстераза (АХэ) прежде всего 


. Ацетилхолиностераза разлагает ацетил- 
холин и-изомер 0) ацетил-В-метилхолина, и не гидролизирует, или гидролизи- 
рует очень. медленно бензоил-, пропионил- и бутирилхолин, а также эфиры, 
не содержащие холина (9). Оптимум РН АХо равен 7,5—8,0, причем, при 


»эцентров активности“, 


ения уда” 
ление молекулы Е г наступает ацетилирование фермента и, ды 
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и этот комилекс диссоциирует на молекулу уксусной кислоты и молекулу 
м фермента. Считается, что эстеразная часть центра активности содержит ки- 
их слую и щелочную группу, представленную на схеме как НЫ—С. 0бе группы 
а необходимы для проявления активности фермента. ] 
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Принято считать, что сходный механизм действия и такой же центр актив- 
ности имеется и в Хэ сыворотки, хотя мнения о наличии зарядов и количестве 
их в анионной части этого центра, расходятся. 

В исследованиях механизма действия холиностераз болыную роль сыграли 
опыты с применением ингибиторов этих ферментов. Их можно разделить на 
соединения с обратимым и необратимым действием. Классическим примером 
первой группы может служить физостигмин и простигмин, которые соединя- 
ются с одной или обеими частями центра активности фермента по обрати- 
мому способу и конкурируют с ацетилхолином за центр активности фермента. 
Ингибитор соединяется с ферментом, образуя комплекс фермент-ингибитор, 
который уже не может реагировать с молекулой ацетилхолина. Интенсивность 
и время действия этих соединений зависит от скорости обратимой реакции 
диссоциации комплекса фермент-ингибитор. Практически необратимая 
инактивация фермента наступает под влиянием ингибиторов, относящихся 
к группе алкилофосфатов (74, 29). Схематическое строение этих соединений 
представляется следующим образом: 


В, и В, являются алкильными группами или алкоксигруппами. Ароматичес- 
кая или алифатическая ацильная группа может быть замещена галоидом. 
Основными соединениями этой группы являются: 
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Алкилофосфаты инактивируют фермент путем фосфори; и ровану 
ной части центра активности. В отличие от комплекса ацетилфермен ля Стераз. 
быстро диссоциируется под влиянием воды, компл т, ко 


екс Фермент-алки Торый 
диссоциируется очень медленно и реактивация фермента продолие п оФосфар 
тельное время. Соединения, инактивирующие ацетилхолиностер ЕТСЯ дд. 
применение в качестве боевых отравляющих вещ и 


еств, под названиями то И 
Зарин и так далее. (Более подробные сведения о Фосфорорганических абун, 
нениях и механизме их действия можно найти с 


| 
сн, 


Это соединение, входя в реакцию с мол 


активацию фермента. Алкилофосфаты инактивируют кроме х 


также ряд других ферментов, обладающих такими же централ 
и механизмом действия, например, 













В отличие от АХЪ, неспецифическая холинэстераза (Хэ) встречается в сыво- 
ротке, печени, поджелудочной железе и 
8,5. Фермент этот не инакт 


арбоновыми кислотами, причем скорость Е. 
в янтарной кислоты вплоть до двойного эфир 


того 
ротки. Поэтому, перед применением э 
вность Хэ сыворотки. 


и- 
› а также @$Н и цистеин, активируют |. 
биторы, инактивирующие АХо, действуют таким же образом и на Хэ. 


тяют 09), 
3116 СТ (32) ‘°°ДИнения, называемые М№-1250 (45), 297С50 (13, 109) 


ь ‹ лиц 
Омен различную чувстьотельность Хэ Е 
к либукаину, ингибитору Хэ сыворотки человека. Сутществуег три типе т, 
= ации при помощи этого ингибитора: обычный, косвенный и атипе иссле- 
Е имеет место в 0,02% случаев. При семейных 
246 






























ИЛИЯ 
ие Дей. 
ИВНОСТИ 
Ю Ч 


В СЫВ0- 
рав 
утири 
Холи 
ити 
‚КЖ 
тир 





дованиях оказалось, что этот тии действия фермента имеет генетическую. 
основу. Предполагается, что существуют два аутосомных аллеля рецессивного 
типа, каждый из которых отвечает за возникновение определенного типа Хэ. 
Разница между ферментами заключается в разном строении центра актив= 
ности и, особенно, анионной его части. 

Существует ряд соединений, вызывающих преходящее уменьшение актив- 
ности Хэ в сыворотке. Из наиболее известных следует назвать кортизон, 
эстрогены, атропин, морфин, гиостиамин, кодеин, коффеин, барбитураты, 
антигистаминовые и антималярийные препараты, резерпин. Сходным образом 
действуют некоторые витамины, такие как витамин К.и В, . Из других соеди- 
нений следует назвать эрготамин, метиленовую синьку, бриллиант-крезило- 
вую синьку, многие наркотики, курара, желчные кислоты, препараты, слу- 
жащие для местного обезболивания, а также лекарственные вещества из 
группы фенотиазина (16, 20, 52, 61). 

В эстеразной части Хэ молекула серина играет важную роль в активности 
фермента. После инактивации сыворотки при помощи диизопропилфтор- 
фосфата, содержащего радиоактивный фосфор, и деградации фермента, фо- 
сфор всегда был связан с гидроксильной группой серина. Строение пептида, 
изолированного из Хэ лошадиной сыворотки, инактивированного при по- 
мощи ДФФ, представляется следующим образом (согласно исследованиям 
группы Собеп) (49): 


Фе. Гли. Глю. Сер. Ала. Гли. (Ала», Сер) 


| 
Р 


Порядок этих аминокислот очень сходен с порядком их около ДФФ цен- 
тров активности химотрипсина, трипсина и тромбина, связывающих ДФФ, 
и ничем не отличается от порядка аминокислот в центре активности алиэсте- 
разы лошадиной сыворотки. 

Активность холинэстеразы в сыворотке колеблется в довольно широких 
пределах, но у одного и того же человека активность эта довольно постоянна 
(3, 51). Активность фермента не зависит от диеты, возраста и веса тела. Не 
отмечено также колебания активности после приема пищи. У новорожденных 
отмечается меньшая активность Хэ, однако в течение 8 первых дней жизни 
она увеличивается, достигая постоянной нормальной величины (65). В по- 
следнее время Аиез1550п приводит более низкую активность фермента 
У женщин (11). 

Основное значение имеет определение активности Хэ сыворотки при забо- 
леваниях печени. Это связано с тем, что, как принято считать, Хэ вырабатьт- 
вается в печени и отсюда поступает в кровь. О печеночном происхождении 
фермента свидетельствуют экспериментальные и клинические данные. Отра- 
вление СС, вызывает у подопытных животных кратковременное увеличение 
активности Хэ сыворотки, после чего наступает длительное падение актив- 
ности фермента ниже нормального уровня. Это объясняется тем, что вначале 
распад печеночных клеток вызывает поступление в кровь большого коли- 
чества фермента, что является причиной первоначального увеличения актив- 
ности Хэ, а наступающее затем уменьшение активности является следствием 

а в печени. Гистохимическим анализом 


расстройства синтеза этого фермент 

удалось обнаружить наличие Хэ в цитоплазме печеночных клеток (33). После 
Удаления печени активность Хэ падает до нуля. Изменения активности Хэ 
сыворотки часто протекают параллельно изменениям уровня альбуминов 


в крови, а роль печени в синтезе альбуминов может являться косвенным до- 
казательством печеночного происхождения фермента (31, 63). Этот паралле- 
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лизм имеет место, однако, только при заболеваниях печени, при т 
несмотря на низкий уровень альбуминов, отмечается высокая и Зах жк 
Это зависит от потери альбуминов через почки, которые, несмото ВНОСть у 
гический процесс в них, являются непроницаемыми для кру 

фермента. Альбуминная фракция сыворотки обладает актив: 
обнаружил уже Ко\уаг2УК (61). При более поздних электрофо 
дованиях оказалось, что основная часть фермента перемеща 
линовой фракцией(12, 81). 

При клинических исследованиях установлено, что активность Хэ у 
шается при заболеваниях, протекающих с поражением паренхимы пех 
таких как паренхиматозный гепатит, цирроз печени (8, 25, 11 3 ы 
застойной печени (91), вызванной недостаточностью кровообр 
жение активности Хэ отмечается также при первичном и 
печени, на первой неделе после инфаркта миокарда (90), 
новообразованиях, протекающих с кахексией. Сниже 
мента имеет место также при о 
хирургических операций, 
об очень низкой активности 
Хэ снижается при анемии, 
анемиях, 


Молек 
ностью 


59, ъ 
ретическ 
ских иссле. 


ется сви В Глоб. 


и раке 


при злокачественных 


ние активности 
заболеваниях 
. Имеются сообщения 


сыворотки. Атропин 

подобным же образом раз- 

пин, тропококаин и кокаин. Ферменты, содер- 
ают также прокаин (прокаинэстераза), героин, 


другие (34, 53, 18). Прокаиностераза и Хэ — это один и тот же 
фермент (25). 


ЛИПАЗА ПОДЖЕЛУДОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ (Ли) 


Этот фермент отличается способно 
и жиры, причем он действует также 
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В физиологических условиях липолитичес 
лика, и, вероятно частично вызвана липоц 
и активность панкреатической липазы в сы 
ствует, очень незначительна. Зато фермент 
липазы несомненно появляется в сыворотке 
случаях анализ активности его может иметь 
и в моче отмечается активность липазы п 


кая активность сыворотки неве- 
ротеиновой липазой (70). Также 
воротке, если она вообще суще- 
со свойствами панкреатической 
при остром панкреатите, и в этих 
диагностическое значение. Также 
анкреатического происхождения: 
зки выводного протока поджелу- 

и мехолила (87), и умень- 
ости фермента наблю- 


При раке поджелудочной 
железы и хроническом панкреатите отмечается снижение активности фермента 


в моче и отсутствие реакции на введение секретина (88). ь 
Методику гистохимической локализации липазы разработал Сотогй. Она 
заключается в превращении освобождающихся во время ферментной ре- 
акции жирных кислот в нерастворимые соли кальция, а затем в соли свинца, 
Места отложения этих солей темнеют под воздействием Н,$ (36). 
Определение активности липазы сыворотки имеет диагностическое значе- 


ние при заболеваниях поджелудочной железы, и прежде всего при острых 
панкреатитах (41, 42). 


АЛИЭСТЕРАЗЫ — КАРБОКСИЛЭСТЕРАЗА 


Ферменты этого типа распространены во всех тканях, причем, ее 
характерным является фермент из печени. Алиэстераза таже. пр тэ 
эфиры, например, бутират метила, а также такие эфиры нЕ Нее 
Насел и жиров. Отешмун СЫ Этого ферме а Бава ВА ных 
масел и жиров. Оптимум рН этого В ‚0. ры 
нений, как атоксил, алкалоиды, кофеин, никотин, фа побониия" ве 
налин и тироксин, инактивируют фермент. В отличие от панкр р 

вируется желчными кислотами. Для опреде: 
а, в ие субстрата чаще всего пользуются метилбу- 
тиратом. Хинин не влияет на активность фермента. мени ой 

Активность фермента трудно дифференцировать с акти НЕ иены 
ческой холинэстеразы сыворотки. Уменьшение Ба - ь р ион 
ротке наблюдается при алиментарной дистрофии, у = ети 
ными новообразованиями (80, 46, 97). При эпидемич 
ность фермента не изменяется. 


ЛИПОПРОТЕИН-ЛИПАЗА (СЕ) 


которых 
едете гпариря собакам у которых 
была вызвана алиментарная липемия, приводит к чей плазме 1 уйго 
липемической плазмы. Прибавление гепарина к жеЫ учить 2 УЙго, при- 
не приводит к ее просветлению. Этот эффект можно п раба был вве- 
бавляя к мутной плазме плазму человека, которому орви липемическую 
ден внутривенно гепарин. Фактор, просветляющий ежа гепарина, 
плазму, появляющийся в крови после о режация просветления 
назван фактором просветления, сеагше #асгог (СЕ) (4). ободные жирные кис- 
является ферментной реакцией, при ней появляются св по своему характеру 
лоты (5), а фермент, который вызывает это явление, а особенно в сердце 
является липазой. Он встречается во многих ет этого фермента (56). 
и жировой ткани, которая является богатым источнико, 
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Так как соответствующим субстратом для фермента ЯВЛЯЮТСЯ жиры 
ненные с белками в липопротеиновые комплексы, фермент Этот был, соеди. 
липопротеин-липазой. азван 
СЕ удалось очистить 400—500-кратно (89, 47). Оптимум рН а 

между 7,1—7,6 (71). Действие фермента активизируют ИОНЫ кальция и Мар. 
мины, что объясняется тем, что они связывают освободившиеся во к 
реакции свободные жирные кислоты, которые инактивируют фермент 
58). Во время реакции в сыворотку освобождаются жирные кислоты а 
церин, причем, менышее количество глицерина, освободившегося о мы 
реакции, чем жирных кислот, указывает на то, что промежуточными продук, 
тами реакции являются моно- и диглицериды. Реакция просветления прекра- 
щается почти полностью тогда, когда примерно 7—8 молей жирных в 
окажется связанными с 1 молем альбуминов (6). Возможно, что гепарин м 
ется коферментом СЁ. Об этом свидетельствует активизирующее действие в 
на СЕ в тканях и инактивация фермента гепариназой бактериального проис- 
хождения, разлагающей гепарин (57, 59). Фермент инактивирует сернистый 
калий, высокие концентрации солей (МаС1, Ма,50,, МёсЬ, №850), Е 600 
диэтил-п-нитрофенил-фосфат (10-3 М), тетраэтил пирофосфат (10-3 М), азурА 
(0,5 мг/мл), гликохолевый натрий (5%10-3 М), атоксил (10-2 М) (58, 67, 83), 
Т-тироксин (103). СЕ отличается от панкреатической липазы, причем эта раз- 
ница прежде всего проявляется в действии ингибиторов. Сульфат протамина 
и высокие концентрации солей сильно инактивируют СЕ, и не действуют на 
липазу поджелудочной железы (48). МаЕ и хинин сильно инактивируют ли- 
пазу поджелудочной железы и значительно слабее СЕ. Также дезоксихолан 
инактивирует СЁ в отличие от липазы поджелудочной железы, которую он 
активирует (40). В физиологических условиях сыворотка практически не со- 
держит активного липолитического фермента. Следы липолитической актив 
ности в нормальной сыворотке происходят вероятно главным образом от 
липопротеин-липазы, а в меньшей степени (если вообще имеет место) от 
панкреатической липазы (70, 30). Экспериментальный шок, вызывая появ- 
ление в крови эндогенного гепарина, часто вызывает появление в плазме 
СЕ (66, 44). 

огие авторы приписывают СЕ значение в патогенезе артериосклероза 
у человека. Об этом свидетельствуют наблюдения о том, что активность этого 
фермента в сыворотке, после введения гепарина у больных с артериосклеро- 
зом, бывает более низкой, чем У здоровых людей (19, 23, 117, 107). По мнению 
некоторых авторов, активность СЕ у больных не отличается от активности 
У здоровых, но в сыворотке группы больных наблюдается увеличенное и 
чество ингибитора СЕ по сравнению с группой здоровых (7). Печень . 
является органом, Удаляющим СЕ из кровяного русла, о чем ея 
меньшая активность фермента в печеночных венах и увеличенная активно 


еж- 
в сыворотке больных с циррозом печени и после экспериментального повр’ 
дения печени (24). 


ХОЛЕСТЕРОЛЭСТЕРАЗА (Хэ) 


}мень- 
Этот фермент имеется в нормальной сыворотке и от него ет 
шение количества свободного холестерола и соответствующее ув 


Хэ име- 
количества холестероловых эфиров при хранении сыворотки ме ся 
ется в поджелудочной железе, печени, почках, желчи и так далее. вобод” 


легче 
. Синтез холестероловых эфиров происх 


> обладающими длинной цепью, а гидролизу 
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вергаются эфиры жирных кислот с короткой цепью. Фе 
ной железы был очищен 400-кратно. Установлено, 
ствует этерификации с ненасыщенными жирными кислотами, например 
с олеиновой и линоловой, чем с насыщенными жирными кислотами. у 

Фермент в сыворотке не активируется жирными кислотами, а даже инак- 
тивируется ими. Активность уменьшается в гемолизированной сыворотке. 
Турнер и сотрудники (110) определяли активность Хэ путем определения сво- 
бодного и общего холесторола методикой ЗКоепНейпег и Зреггу (99) перед 
и после инкубации сыворотки в течение 24 часов при температуре 37°С. 
Мерой активности фермента является уменьшение количества свободного 
холесторола в пользу его эфиров. Авторы выражали активность фермента 
в единицах, как процент падения количества свободного холестерола. У 20 
здоровых людей уменьшение количества свободного холестерола составляло 
от 31 до 50% (31—50 единиц). Уменьшение активности фермента наблюдалось 
при заболеваниях печени (21), причем этот анализ может иметь прогностичес- 
кое значение, так как очень небольшая активность Хэ является плохим про- 
гностическим признаком (110). 


рмент поджелудоч- 
что он сильнее способ- 


ФОСФОЛИПАЗА А (ФЛп-А) 


Фосфолипазы — ферменты, отщепляющие остатки жирных кислот от 
таких фосфолипидов, как лецитин, кефалин, сфингомиелин и других. ФЛи-А 
действует на молекулу лецитина или кефалина, отщепляя остаток ненасыщен- 
ной жирной кислоты при В углероде глицерина. Продуктом реакции явля- 
ется лизолецитин, сильно гемолизирующий эритроциты, или лизокефалин. 
Под влиянием другого фермента, фосфолипазы В, происходит отщепление 
оставшейся молекулы жирной кислоты с образованием глицеро-фосфо-холина 
или глицеро-фосфо-этаноламина. 





Н,.С0.0.В. Н,/_Со—0—В, 

| ФЛи-А | 
Нов в соон +н_—с он 

| | 
НСО О—СН,—СН,—М=(СН,.ОН Н,—С-0О-—Р-—0О—СН,—СН,—М=(СН,ОН 

и\ ибн 
о он о он 
Лецитин Лизолецитин 


ФЛп-А находится в поджелудочной железе, откуда она была получена 
в чистом виде (38); она отличается значительной термоустойчивостью. Кроме 
того ФЛи-А имеется в сердце, печени и мышцах (94). Наиболее богатым 
источником ФЛи-А является яд некоторых змей. Фермент находится также 
В содержимом двенадцатиперстной кишки и в человеческой сыворотке (118, 
11). ФЛи-А активируется дезоксихоланом натрия и разными аминокисло- 
тами, особенно глицином. Оптимум РН равен 8,4—8,5. Фермент резко инак- 
тивируется ЕДТА. Инактивирует его также алеиновая кислота, кальций, 
магний, оксалаты и диэтил-эфир. Увеличение активности фермента имеет 
место у больных с острым панкреатитом (118). 


МЕТОДЫ ОПРЕДЕЛЕНИЯ АКТИВНОСТИ ХОЛИНЭСТЕРАЗЫ 


Имеется много способов определения активности холинэстеразы (76). В био- 
логических методах воздействуют ферментом на известное количество Ах 
и через определенное время прерывают ферментную реакцию, а количество 
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оставшегося неразложенного Ах определяют биологи 
ном кишечнике или сердце лягушки. Химические методы Золирова 
в основном в определении путем титрования образующейся во в о Чаются 
уксусной кислоты, измерения колебаний рН, наступающих в а акции 
или манометрией. В последнем способе измеряют количество СО е аки, 
ного из карбонатного буфера под влиянием уксусной кислоты 
во время ферментной реакции. 

Манометрический способ определения активности хол 
разы в аппарате Варбурга (Аттоп) (2, 3). В этой методике пол 
аппаратом Варбурга для измерения количества Со,, образующегося "ЗУЮтСя 
бонатного буфера под влиянием уксусной кислоты, освободивш ейся я кар- 
ферментной реакции. В главную часть сосуда Варбурга отмеривают т 
0,5% раствора Ах, насыщенного смесью 5% СО, и 95% М, в ИИ 
Рингера, содержащей бикарбонаты (100 мл 0,9% Мас, 2 мл 1 ооо 
2 мл 1,22% СаСЬ и 20 мл 1,3% МаНСО,). В боковое плечо сосуда а 
0,5 мл фермента. При определении активности в сыворотке или крови ПЕ 
пробы разводят в 10 мл жидкости Рингера и 0,5 мл этого разведения бе ил 
для реакции. Конечная концентрация субстрата равна 0,375%, а сыворорь, 
0,5%. Сосуды насыщают смесью газов 5% СО, и 95%, №, а затем помещают 
в термостат при температуре 37,5°. По истечении 10—15 минут после того 
как температуры выравнялись, и при скорости встряхиваний 100—120 в ми. 
нуту, смешивают содержимое бокового плеча с содержимым главной части со- 
суда и в течение часа измеряют количество выделяющегося СО,, фиксируя 
показания манометра каждые 10 минут. Полученное количество корреги- 
руют на величину гидролиза собственной субстанции, которую определяют 
в параллельном сосуде, содержащем все ингредиенты смеси, входящей в ре- 
акцию, за исключением сыворотки. Количество СО, выделившесся в те- 
чение | часа, является показателем активности фермента. 

Манометрический способ определения активности холинэсте- 
разы сыворотки и ацетилхолинэстеразы эритроцитов в аппарате 
Варбурга (Аи из поп) (12, 10). Для определения фермента сыворотки 
в качестве субстрата применяют бутирилхолин, а фермента эритроцитов — 
ацетил-В-метилхолин (мехолил). Активность фермента’ выражается в коли- 
честве ил СО,, освободившегося во время реакции, после поправки на соб- 
ственный гидролиз субстрата. 


чески на 


>> 
› Образу 





0,05 мл крови, взятой проколом мякоти пальца, наносят на фильтровальную И 
(МипкмеП или Ватман). Сушат при комнатной температуре (примерно 30°). р 
нении проб в этом виде в холодильнике они не тратят активности в течение 1— обы 
сяцев. Для каждого полного анализа необходимо взять четыре одинаковые пр 
крови, 26% 

Буферный раствор приготавливают, смешивая 100 мл 0,9% МаСЬ те ы 
МаНСО, и 2,0 мл 1,16% МЕС, : 6Н,О. Раствор насыщают смесью газов 95% №12% 
СО,. Буфер меняют каждые 2—3 дня. 


в реагирующей смеси (3,0 мл) равна для ВаСВ 6,47 х 10-8 М, а для Месв ыы нут, И 

остоятельный гидролиз для ВиСВ равен 3, для МеСЬ — 4 в течение 30 мин? Я 

‚ пробу 

Ход исследования: бу крови. Э1У ПР°., 

: для каждого определения берут одну пробу кр. главную 

ох из фильтровальной бумаги, разрезают на мелкие кусочки и переносят боковой 

& сосуда Варбурга, куда затем отмеривают 2,6 мл бикарбонатного буфера. два опр° 

суд отмеривают 0,4 мл раствора субстрата. С каждым субстратом производ: термоствт®» 
присоединения сосудов к манометру их помещают в баню 
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зателем активности фермента явля 2 


количество выделенного в течение 30 минут СО. о можно легко замен: 
4 7 ко заменить 


на умоли разложенного субстрата, п 
на объем сыворотки или эритроцитов 
при взятии проб крови для анализа. 


Автор приводит следующие величины активности фермента: 


























Фермент/субстрат Плазма ВаСЬ Эритроциты Месь_ 
Пол Мужчины Женщины Мужчины Женщины 
Количество исследо- 
ил СО, на ванных 141 60 116 47 
0,05 мл среднее 75:5 67,2 35,4 31,4 
полной крови и среднее квадратное 
30 мин. отклонение 147 18,0 4,7 4,9 
Количество исследо- 
ыл СО, ванных 51 31 49 29 
на 0,1 мл среднее 288,7 252,6 165,4 165,4 
эритроцитов плаз- среднее квадратное от- 
мы 30 минут клонение 42,4 57,9 237 22,6 











При помощи этой методики обнаружена разница между активностью холин- 
эстеразы эритроцитов населения Силезии и нормой для населения Швеции, 
приведенной в таблице (62). 

Колориметрическое определение активности холинэстеразы 
сыворотки (Мо]ап4ег и сотрудники) (78). Методика является модифи- 
кацией рН-метрического определения. активности холинэстеразы, введенной 
МсБе! (77), причем вместо РН-метра пользуются колориметром. Методика 
заключается в колориметрическом измерении колебаний рН, происходящих 
в реагирующей смеси под влиянием освобождающейся при ферментной ре- 
акции уксусной кислоты. 


Реактивы: г 

1) вероналовый буфер срН 8,4; смешивают 82,3 мл раствора натриевой соли веронала 
(растворяют 10,3 г мединала в 500 мл воды) с 17,7 мл 0,1 Н НС1. 

) индикатор: растворяют 50 мг феноловой красной в 10 мл 0,1 Н МаОН и доводят 
До 200 мл дистиллированной водой; 

3) раствор убетраи растворяют 3,5 г хлористого ацетилхолина в 100 мл дистиллиро- 
ванной воды. 

Ход исследования: составляют стандартную кривую зависимости рН от Ех 
при 535 ми. Для этого в ряд пробирок отмеривают по 2,0 мл вероналового буфера РН от 
7,0 до 8,6, прибавляют 8,0 мл дистиллированной воды и 0,15 индикатора и ра 
определяют при 535 ми. При рН от 7,2 до 8,5 зависимость является прямопропорцио. 
нальной. 

В три пробирки отмеривают по 2 мл вероналового буфера и помещают в илнй 
Маню при температуре 37°. В первой пробирке начинают ферментную реакцию приб: е 
нием 1 мл раствора ацетилхолина и 0,1 мл сыворотки. В оставишеся две пробирки отм: 
Ривают по 1 мл воды и 0,1 мл сыворотки. Все пробирки инкубируют в течение 2 часов. 

© истечении этого времени во все пробирки прибавляют по 7 мл ОВС, 
воды, а затем в первые две пробирки 0,15 мл феноловой красной. Первую и вторую пробу 
определяют колориметрически при 535 му по отношению к третьей пробирке как а 
и сравнивают со стандартной кривой. Изменение рН выражается разницей исходног 
РН во второй пробирке и конечного рН в первой пробирке. ата 

© данным авторов параллельные пробы при этой методике отПиЗЕтИСЬ не : С 
Чем на 0,03 РН. При методике МисКе! получаются в среднем на 16% более высокие р. 
Зультаты. У здоровых людей нормальные величины равнялись 0,66 АрН-+0,22. 
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МЕТОДЫ ОПРЕДЕЛЕНИЯ АКТИВНОСТИ ПАНКРЕАТИЧЕСКОЙ Л 


ИПА 

Определение активности панкреатической липазы в Зы 

ы ке по способу СВеггу и Сгапаа (22). Принцип методик. рот. 
ется в инкубации эмульсии оливкового масла с сывороткой, с во ЛЮЧа. 


п Сл ыы 
титрованием освободившихся жирных кислот щелочью. ДуЮЩ 


Ход исследования: 50% масляную эмульсию приготавливают мульти 
В воде оливкового масла, не содержащего свободных жирных кислот, с пор  оОВание 
5%. гуммиарабика. Для консервации прибавляют 0,2% бензоата 


ь 
натрия, 
2 мл этой эмульсии отмеривают в колбочку Эрленмейера, прибавляют Зи 

1 мл сыворотки и 0,5 мл нормального фосфатного буфера с рн 7,0. Щательно ме оОЗЫ, 
и инкубируют в термостате в течение 24 часов при температуре 40° По течении 10 
времени прибавляют 3,0 мл 95% этанола и освободившиеся жирные Кислоты к > 
раствором Н/20 МаОН, после прибавления 3 капель ох раствора фенолфта рую 
ноле. 


Показателем активности фермента является разница количества Мон, по 
траченного на титрование опытной и контрольной пробы. 


способом Т1е17 и сотрудники (108). Методика является модиф 
способа Свеггу и Сгапаай. 


Реактивы: 






3) 1% раствор тимолфталеина в этаноле; 
) вероналовый буфер с РН 8,0. 0,8583 г натриевой соли веронала (мединал) и 0,4183 г 
вероналовой кислоты растворяют в 90 мл горячей воды. После охлаждения доводят объем 


водой до 100 мл, проверяют рН и для консервации прибавляют 2—3 капли толуола или 
Бу вора. Хранят в холодильнике; 
5) 95% 





Ход исследования: в каждую из двух пробирок отмеривают 2,5 мл воды, 3 мл эмуль- 
сии оливкового масла и 1 мл буфера с рН 8,0. В одной 


ах 
тора до светлоголубого цвета. Показателем активности липазы в ИИ 
количества щелочи, потраченной на титрование опытной и ти Е 
овых лиц количество щелочи не превышало 1 мл, а активность 
сь 0,41 единицы У мужчин и 0,45 у женщин. 


вым. 
ние мутного раствора, а конечный пункт титрования является ра 
_Рез не пропорциональны количеству фермента и вероятно В 


зирует 
“Эдохолинэстераза с большой скоростью гидролизиР 


























часовой инкубации, причем 


о действии холинэстеразы сви) й 
этой реакции в 96% 


10-5 М эзерином. 

Обнаружить панкреатическую Липазу в сыворотке п 
удается. Хэ значительно медленнее разлагает нафтол 
цепью. При использовании в качестве субстрата д 
разведение сыворотки в отношении 1: 5 требует 
чение 4—5 часов ря получения результатов, приближенных к тем, которые 
дает разведение 1: 2000 с эфиром кислоты, содержащей 4 атома Углерода 
в молекуле. Нафтоловые эфиры жирных кислот с длинной цепью очень 


ри таком разведении не 
овые эфиры с длинной 
-нафтиллаурината (<). 
инкубации смеси в те- 


липазы сыворотки, особенно, если прибавить эзерин для полной инактивации 


эстеразы, или таурохолан, который инактивирует эстеразу и активирует 
липазу. 


ротке по $е!1ятап и Мас аз (102). Субстратом в этой методике явля- 


ется в диазокраситель. Этот краситель экстрагируют этилацетатом и опре- 
деляют колориметрически. Субстрат гидролизируется как липазой, так и эсте- 
разой. 


Реактивы: 

1 В-нафтиллауринат хранят в виде запасного раствора, содержащего 200 мг препарата 
на 100 мл ацетона; 

2) тетразонат орто-дианизидина В 

3) таурохолат натрия 8х 10-? М 890 мг в 100 мл воды. Стоек в течение 1 месяца если 
хранить его при температуре 4°; 

“4 0,1 м иона ны РН 7,4. Смешивают 58 мл раствора, содержащего 10,3 г 
мединала в 500 мл Н.О с 72 мл0,1 Н НС1. Стоек в течение 1 месяца при хранении при тем- 
пературе 4°; 

5) 40% трихлоруксусная кислота; 

6) этилацетат. 

Ход =. ое в 4 пробирки вносят по 0,2 мл сыворотки. Две из пати 
содержать по 1 мл воды, а две по 1 мл таурохолата. Пятая, контрольная кат 25 с мы. 
2 мл Н,О. Приготавливают субстрат, прибавляя 5 мл запасного ря г - а 
вероналового буфера и 35 мл воды, при помощи погруженной вы а к 
коллоидальная смесь, содержащая 0,2 мл субстрата в 1 мл. 5, с ть 5. 
ую из 5 пробирок и инкубируют-вотечение 5 часов в ай > т а тетразоната орто- 
Но истечении этого времени в каждую пробирку прибавляют а мае 
дианизидина, приготовленного непосредственно перед употр % трихлоруксусной кислоты 
40 мг соли в 10 мл воды. Через две минуты прибавляют 1 мл 40% а оба ая 
сх рее ны о ое Званх ор р чен и коло- 

я © ы ыы 
иже т = рот, к слепой пробе. В нормальной сыворотке Е› полу 


тенная в пробирк. сегда была более высокой, чем в пробирках с тауро- 
рках без таурохолата, всегд: ур. 


холатом, который инактивирует эстеразу а неспецифической эстеразы сыворотки. 
ем а! более 
без таурохолата, является ЕЕ" в пробирках с ея Е и 
сли лип: ГИ’ 
а, так как в этих слу мы Бос в пробирках. 
па. : сть липазы выражается ра м результатам при 
вы таурохолатом. вены В-нафтола рассчитывают по тт диртнвий 3 ем 
ы ии, 
мые к оса составленной на растворах ее авторы прини- 
щи стандартной кривой, в пуляциям. За одну единицу аь 
подвергнутых описанным выше и в присутствии таурохолата вызывает осв ыы 
о то количество фермента, т освободившегося под инте а ическ 
>>: мг р-нафтола сверх количества, и и температуре . 
он ме течение 5-часовой инкубации пр. р. 
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Нее 


осо 












У 50 здоровых лиц активность эстеразы колебалась от 0,03 до р 
тола, освобожденного 0,2 мл сыворотки в приведенных Словиях И ф- 
вация, зависящая от действия таурохолата, равнялась 6—38%. в ри 
сыворотке этим способом не обнаруживается активности липазы, у бооной 
с заболеваниями поджелудочной железы в сыворотке появляется т 
липаза. ная 

Для определения активности липазы в моче МасШаз и ВаскБат опис 
сходную методику, пользуясь эфиром динафтола с каприлевой кислотой (6) 
Для определения липазы в содержимом 12-перстной кишки имеется сходный 
способ, при котором в качестве субстрата пользуются эфиром  Динафтоть 
с олеиновой кислотой (100). ме 

Определение активности липопротеиновой липазы. Вначале, ДлЯ 

определения активности липопротеиновой липазы, пользовались измерениех 
просветления, наступающего под воздействием на субстрат (типемическую 
плазму, искусственную жировую эмульсию или сметану) исследуемой гепл. 
ринизированной плазмы (4, 7, 23, 39, 117). Эти методы, при которых произ- 
водится определение вторичных физических явлений, сопутствующих фер- 
‘ментативной реакции, не отображают точного течения реакции. Поэтому 
правильным было введение методов, в которых показателем активности явля- 
-ется количество продуктов, образовавшихся при реакции липолиза, то есть 
количество глицерина или жирной кислоты. 
_ Определение количества липопротеиновой липазы путем ти: 
трования (ФиКаз1К, Отюу К!) (71, 72). Плазму или кровь инкубируют 
с приготовленной соответствующим образом эмульсией оливкового масла, 
Показателем активности фермента является количество освободившихся сво- 
бодных жирных кислот, определенное методикой Оое (28). 


































Реактивы: 

1) субстрат: 96 мл М/15 фосфатного буфера с РН 7,5, 4,0 мл оливкового масла и 300 мг 
лецитина эмульгируют в гомогенизаторе в течение 2,5 минут. Перед употреблением эмуль- 
сии для ферментативной реакции, в отмеренном количестве эмульсии растворяют сухую 
плазму до конечной концентрации 3,5% и гепарин в количестве 1 единица на миллилитр. 


2) реактив для определения свободных жирных кислот по ое (28). 
Ход исследования: 
веса тела), 


«кровь из вены локтевого с 


эржимое пробирки тщательно встряхивают, а затем прибавляют 3 = 
ванной воды. После повторного тщательного встряхивания ре 
гося в верхнем слое жидкости, переносят в зи 
> прибавляют 1 мл индикатора (0,01% раствор нильской синей В д 1 
кислоты‘при помощи 0,018 Н раствора МаОН. /^ 


г ь ИЗ 
микробюреткой, которую можно самим Е с- 





т п] 
- Во время титрования смесь постоянно перемешива сед- 
(газ пропускают через мокрый газоочистите: 


телем освобб? 








зКОВоГО 


ДИВШИХ 











олей жирных кислот 1 
денных им миллилитром пл: 
словиях, обозначенное как еданицег, ‘рол азмы в течение 1 часа в описанных 
Согласно описанной выше методи; р 
взятой из мякоти 


Е крови из пальца смешива т 
подогретого субстрата и инкубируют в течение 1 часа при температире 37°С ле 
о ллел 


активность = количество имолей свободных жирных кислот х10х 0 
100 — гематокрит 


В среднем активность плазмы, взятой через 15 минут после внутривенного введения 


гепарина в дозе 1 мг/кг, определенная приведенной методикой, у 42 здоровых людей рав- 
нялась 10,1 единицам. 


Определение активности фосфолипазы А всыворотке по 71еуе 
и Уове! (118). Методика заключается в определении количества освободив- 


стратом, содержащим лецитин. 


Реактивы: 

1) 0,1 М раствор глицина в 0,05 М боратном буфере с рН 8,45; 

2) раствор субстрата, содержащий 25 мг лецитина (31,1 имолей) и 20 мг (48,2 рмолей) 
дезоксихолата натрия в 4 мл глициново-боратного буфера; 

3) реактивы для определения свободных жирных кислот по Ро (28). 

Ход исследования: сыворотку и субстрат подогревают отдельно при температуре 
55° в течение 30 минут. Затем смешивают 1 мл сыворотки с 1 мл субстрата и инкубируют 
в течение 18 часов при температуре 55°С. По истечении этого времени определяют прирост 
свободных жирных кислот методикой Оое по отношению к слепой пробе, не содержащей 
сыворотки. 

Определение активности фермента в содержимом двенадцатиперстной кишки произ- 


занных условиях вызывает освобождение 0,0001 имоля жирных кислот из лецитина 1 мл 


Подогревание сыворотки перед началом анализа до 55° и РН 8,45 исключают возможность 
освобождения жирных кислот липазой сыворотки из жиров. Это исключает также воз- 
можность действия фосфатазы В. В фосфатном буфере и рН 7,0 активность фермента была 
минимальной. > 


У 18 здоровых людей активность сыворотки колебалась от 4 до 16 единиц 
в 1 мл, в среднем — 10 единиц. Только у больных с острым РА 
отмечалось резкое увеличение активности фермента, доходящее иногда до 
единиц. Нормальная активность имеет место при большой группе других тера- 
певтических заболеваний. 
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ФЕРМЕНТЫ ОБМЕНА НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ 
МАЕТАМ ОКЕОУ$К! 


РИБОНУКЛЕАЗА (РН-аза) 


Этот фермент, вызывающий гидролиз рибонуклеиновой кислоты (РНК), 
выделил в кристаллическом виде из поджелудочной железы Кипих (23). Он 
характеризуется очень высокой термостабильностью, не теряет своей актив- 
ности даже после кипячения (18). Молекулярная масса фермента относительно 
невелика, примерно 14000. Молекула панкреатической рибонуклеазы со- 
стоит из 124 аминокислотных остатков, строение и последовательность кото- 
рых в настоящее время полностью выяснены благодаря работам двух групп 
исследователей из США (15, 35). В молекуле фермента имеется 4 дисульфид- 
ных мостика. Оптимум рН примерно равен 7,0. 

Исследования специфичности РН-азы показали, что фермент специфически 
расщепляет связи между фосфатной групной 3’-фосфор-пиримидин-нуклео- 
зида и группой 5’-гидроксильной соседнего пиримидинового или пуринового 
нуклеозида (36). Конечными продуктами этой реакции являются олигонуклео- 
тиды, имеющие связи между положением 3’ пуриновых нуклеозидов и 5 
других нуклеозидов. Продукты гидролиза имеют на конце пиридиновый 
нуклеозид с циклической фосфатной группой на атомах углерода 2 г. ‚ 
образующейся в качестве промежуточного продукта ферментной реакции (. 7. 
Более крупные олигонуклеотиды появляются в результате реакции в 
случае, когда субстрат содержит значительное количество ЕЕ ВубиН 
вых нуклеозидов, соединенных между, собой. РН-аза ры се 
тетические фосфодиэстеры цитидин-3’-фосфата, или уридин ое 
пример с бензиловым спиртом, образуя ревет СТАТ > г 

клические 2’, 3’-фосфаты, по. 
чем промежуточными продуктами являются ци -3-фосфатов (7). Кроме 
двергающиеся дальнейшему гидролизу до нуклеозид ры 
зирует также реакцию трансэтерифи 
реакции гидролиза рибонуклеаза катализиру вотиды с циклической фосфат- 
кации, субстратом которой могут быть ка и а назалажитеах Ва 
ной группой, так и р О Е Би давая цитидин-3’-ме- 
пример, реакцию цитидин-^ ,› [2 ой другого нуклеотида, приводя 
тилфосфат, или с 5'-гидроксильной групп 
ще отке, так и в моче человека (28, 12), 

Е В те виде (8, 11). РН-аза мочи вероятно не 
ри ее ом ДАЖЕ кристаллическая панкреатическая 
ивляется однородным форме ментом, и при помощи различной 
рибонуклеаза оказалась неоднородным Фер 
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методики в ней удалось обнаружить наличие двух ф 
нуклеазой А и В (14, 30, 33), причем, как нам каже 
в специфичности этих двух ферментов (12). ы Вали 
лении рибонуклеазы мочи на ионном обменнике АтБеи ре Кон Е 
установлено наличие двух больших и, 


Ракций 













и по крайней мере, 4 аль 64) 
с ферментативной активностью. При таком же разделении бон ЧРакций 
спермы обнаружена одна большая и две меньшие фракции. т оУКаы — 
свободной РН-азы мочи установлено, что существует два неа Ледова; : 
ствия при рН 5,7 и 8,5, то есть — кислая и щелочная рибонукл ь ве дей. 

РН-аза мочи теряет свою активность в присутствии ионов 7п++ = (1) 
и Си*+* в концентрации 10-4 М, как ив п 






нов, как гиалуроновой кислоты, гепарина, 
Согласно АеКзапаго\%с2 и сотрудникам, К (16), 
У здоровых людей равно от 0,53 до 0,92 мг на 1 млв Разведении сыв 
1:1000, а в пробах суточной мочи — колеблется от 2,7 оротки 
ническом миелолейкозе (гранулоцитарном) активность рибонуклеазы 
резко увеличивается, а в сыворотке не изменяется (3, 4). Увеличение актив- 
ности РН-азы в сыворотке описано при уремии (34). 


























ОПРЕДЕЛЕНИЕ АКТИВНОСТИ РИБ ОНУКЛЕАЗЫ 










ми. При спо- 
измеряется скорость умень- 


страт, буфер и фермент. Эю 


собе Кипих (24), 
шения Е при 300 ми в смеси, содержащей суб 











>7). Для определ т введены также циклические 
нуклеотиды (11), а также использованы свойства РНК давать помутнение 
С подкисленными альбуминами сыв 


оротки. -4 
Определение активности РН-азы по О1сКшап и Тгир!а (9). При 


й к смеси. 
ацетат в разведенном НС!О, ‚ прибавленный к смеси, 












ЛИТ 
соединения, как продукт действия РН-азы на субстрат, можно опреде 
спектрофотометрически. 


Реактивы: 


при- 
имеющийся в продаже препарат РНК очищают способом У4всвег и СВагваЯ (39) и ПР’. 
готавливают 2% раствор, 


м СОСО 
ДОВоДЯ РН до 5,0 или 7,5. Раствор стоек в замороженной 


рес рН 50 


я ом буфере СР’ та. 
или в буфере ТЕ рН ЕЕ РН-азы растворяют в 0,2 М ацетатн 9% жел 


1 
> содержащем 0,2 М МаС!. Оба раствора содержат 0,00 


вор 
% раст 


ь 7,5 при” 
(ООБАса - Н.Ю) в 0,85% НС, В) для анализов при РН 79 км 


еб; 
ОР уксуснокислого уранила в 0,339/ НС!О,. Перед употр 
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оба раствора разводят 5 объемами воды. (Примечание: раство ты 
: нуклеа: 
буфере дает с этими реактивами осадок фосфатов). Бы Е и —- 
Ход исследования: 0,5 мл раствора РНК приливают к 0,4 мл соответствующего буфера, 
затем прибавляют 0,1 мл РН-азы и начинают инкубаци з ее 


растворов, содержащих известное количество кристаллической РН-азы, 
растворимость аденозин-, цитидин- и гуанозин-3’-фосфатов отмечалась при рН 3,8—4,0. 


Определение активности РН-азы по Ноиск (17). Методика заклю- 
чается в измерении помутнения, образующегося при ‘воздействии на РНК 
подкисленным раствором альбуминов. Это помутнение зависит от длины це- 
почки полимера РНК. 


Реактивы: 

1) РНК из дрожжей растворяют в 0,13 М МаС|, содержащем 0,02 М двузамещенного 
ортофосфата натрия, чтобы получить раствор, содержащий 500 рг/мл РНК с рН 535 

2) кристаллическая панкреатическая РН-аза $ 

3) фракция У альбуминов сыворотки; 

4) реактив, вызывающий помутнение, содержащий 0,3 мг/мл альбумина сыворотки в0,1 М 
ацетатном буфере с рН 4,0, содержащем 1 мг желатина на 1 мл для стабилизации мути. 
Для получения мути к 1 мл нуклеиновой кислоты прибавляют 5 мл этого реактива и по- 
мутнение определяют в спектрофотометре Со!етап при 400 ми. 

Ход исследования: 0,5 мл раствора РНК и 0,5 мл раствора РН-азы в фосфатно- 
-солевом растворе (1), содержащем от. 10 до 50 иг панкреатической РН-азы смешивают 
и инкубируют в течение от 0 до 30 минут при температуре 37°С. После этого прибавляют 
реактив, вызывающий помутнение, что одновременно прерывает ферментативную ре- 
акцию. Определяют помутнение при 400 ми. Количество разложенной РНК определяют 
из соответственным образом составленной стандартной кривой по разнице исходного по- 
мутнения, вызванного 500 „г РНК. и конечного помутнения после ферментативной реакции. 
По количеству деполимеризованного субстрата можно рассчитат соответствующее ему 
количество кристаллической РН-азы. При определении РН-азы в сыворотке или моче, 
их следует развести стократно. 


Определение активности РН-азы по А1еКзап4го\!с2 и сотру- 
дникам, а также Зрагег (38). Для определения активности РН-азы в сы- 
воротке и моче А!еКзапгоу/с2 и сотрудники пользовались способом, осно- 
ванным на методике МсСагу (31). 


Реактивы: 1Н НС1. 0,19 аствор натриевой соли рибонуклеиновой кислоты из дрожжей 
(Мегск) в 0,05 М а СРН 5,6. Водный раствор чистой РН-азы (Кипи2). 

Ход исследования: 1 мл субстрата инкубируют с 1 мл водного раотвора фермента 
в течение 30 минут при температуре 37°. Прибавляют 1 мл 1 Н НС! и ре минут т 
деляют помутнение в фотометре Пульфриха при 470 ми. Количество т 
по стандартной кривой, составленной по известным количествам Е <= = 
Активность фермента в сыворотке и моче определяют в ряду разведений, ыы м 
трической прогрессии. В качестве единицы авторы принимают активность, соответствую- 
щую разведению 1: 100000 кристаллической РН-азы. 


ДЕЗОКСИ-РИБОНУКЛЕАЗА (ДН-аза) 


Этот фермент парализует гидролиз дезокси-рибонуклеиновой кислоты 
(ДНК). Существуют две ДН-азы: ДН-аза Г и ДН-аза П. Кипих (25) выде- 
лил ДН-азу 1 из поджелудочной железы в кристаллическом виде. Молеку- 
лярная масса ее примерно равна 60000, она является термолябильной и для 
проявления своей активности нуждается в наличии двухвалентных ионов 
металлов Ме++ и Мп*+. Оптимальное действие ее проявляется при рН 7,5. 
Кроме этого фермента во многих тканях обнаружена еще и другая ДН-аза 
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с кислым оптимум рН 5,6. Эти оба фермента имеются в ткани ПОджелу, 
железы, в панкреатическом соке имеется только ДН-аза 1. В Поджел ОЧНО 
железе активность ДН-азы Г превосходит активность ДН-азы П в ОЧНО 
в остальных тканях активности ДН-аза Г не обнаружено. Отсюда Сделан 
вод, что ДН-аза Г обладает функцией переваривания (5), Специфи ее 
этих ферментов различна (27). Панкреатическая ДН-аза, Действуя на Но 
вызывает освобождение олигонуклеотидов, наконце которых имеется фос ф й 
ная группа в положении 5’, так как этот фермент гидролизует связь о 
остатком фосфорной кислоты и С 3’ дезоксирибозы. ДН-аза П из влез у 
освобождает из ДНК. мононуклеотиды, кончающиеся фосфатной группой в т 
ложении 3’, так как она гидролизует межнуклеотидные связи между остаткох 
фосфорной кислоты и С 5’. Оба фермента обнаружены как в моче, так ив Е 
воротке. В разных тканях и в железе имеется ингибитор ДН-азы 1 белковог 
характера, который инактивируется при подогревании фермента в течение 5 
минут до температуры 56°, прибавлении трипсина или хранении <ЫВоротки 
при комнатной температуре в течение нескольких дней. В моче обнаружен 
термоустойчивый ингибитор ДН-азы П, который можно Удалить путем дли. 
тельного диализа (22). После облучения лучами Х активность обеих ДН-аз 
в моче увеличивается (20). Увеличение активности ДН-азы в сыворотке на- 
блюдается при тяжелых поражениях печени и иногда при лейкозах (37). 
У больных с острым панкреатитом увеличивается активность ДН-азы 1 (21). 
ДН-аза Т применяется с терапевтической целью. Вероятно имеется зависи. 
мость между активностью ДН-азы И тканей и способностью их к пролифера- 
ции и регенерации (5). 


ОПРЕДЕЛЕНИЕ АКТИВНОСТИ ДЕЗОКСИ-РИБОНУКЛЕАЗЫ 


Во время гидролиза растворов ДНК. ДН-азой уменьшается вязкость рас- 
твора и увеличивается абсорбция раствора при 260 ми (25). Одновременно 
освобождаются кислые группы, которые можно определить титрованием, од- 
нако свободная Фосфорная кислота не освобождается. Продукты гидролиза 


Су бстрат: 1) 200 мг выс: 19) раство- 
ы кополим. й НК (32 
ряют в 100 = 2 сризированной натриевой соли д > го 


‘емо 
ь « при исследовании фермента, активизируе 
на- 
$ 1 ацетатный буфе СРН 5,6 ‚но, М веро" 
ый или такой У РЕР С РН 5,6 для исследования ДН-азь 
й к ар ыы РН 7,5 для анализа ДН-азы 1; кина 
: ам 


4) диф вый Я нЕ 
в реактив Осве (10). На каждые 40 мл 1% раствора дифенил т, 
о 
пере, КИ 
Ход и следования: 1 ОТР а. буфера и 1 мл ры 
УЮТ в течение 4 часов при температуре 37° (37), а затем реакцию 
































вают, прибавляя 1 мл трихлоруксусной кислоты. Слепую пробу приготавливают таким 
же образом» с той только разницей, что сыворотку прибавляют после трихлоруксусной 
кислоты. Пробы центрифугируют в течение 15 минут со скоростью 10000 оборотов в ми- 
нуту или фильтруют. 1,5 мл фильтрата переносят в небольшие пробирки и прибавляют 
3,0 мл двуфениламинового реактива. Пробирки погружают в кипящую водяную баню на 
20 минут, затем вынимают и через 20 минут стояния при комнатной температуре колори- 
метрируют при 600 ми в сравнении со слепой пробой реактивов, то есть смеси 1,5 мл воды 
и 3 мл дифениламинового реактива. (Дополнительную контрольную пробу производят для 
внесения поправки на аутолитическую нуклеазовую активность путем инкубации смеси 
томогената с буфером отдельно от субстрата, а субстрат и трихлоруксусную кислоту при- 
бавляют под конец инкубациии). 

По найденной экстинкции рассчитывают количество образовавшейся дезоксицентозы 
при помощи соответствующим образом составленной стандартной кривой. 
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ДРУГИЕ ФЕРМЕНТЫ 
МАЕГАМ ОКЪОУ$КТ 


АДЕНОЗИНДЕЗАМИНАЗА (АД) 


АД является ферментом, катализирующим дезаминирование аденозина, 
причем продуктами реакции являются инозин и аммиак 


аденозин + Н.О - инозин + МНз 


Фермент выделен из кишечника телят (24). Он отличается широким оптиму- 
мом РН с максимумом в границах РН 7,2—7,4. Фермент специфичен для 
аденозина и не дезаминирует аденина, аденозин-5’-фосфорной кислоты и дру- 
гих производных аденина. Наибольшей ферментативной активностью обла- 
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дает селезенка, затем тонкий кишечник, яички, надноч 
дочная железа. Печень и мыпщы обладают относитель 
ностью. Увеличенная активность АД имеет место при г 
ЗпаиЬ, исследуя активность АД в клетках асцитического Рака Эр; нха_ (8) 
новил относительно низкую активность фермента, зато обнар\, а 
жа сти, Юки Увеличение 2. и 
фермента в плазме подопытных мышей с раком, по сравнению с ор 
ными животными (58). Этот же автор обнаружил Фермент также в р 
у людей, и заметил увеличение его активности больше, чем в 905/ ке 
У больных со злокачественными опухолями. Гетапзку и сотру 
подтвердили высокий процент случаев увеличенной активности АД ле 
ных со злокачественными опухолями и особенно с бронхиальным Раком, од. 
нако довольно большое количество положительных Результатов им 
также у инфекционных больных. Наиболее высокая активность 
наблюдалась при лейкозах. ЗсЬугаге и ВоапзКу (57) только У 8 из 
дованных больных обнаружили увеличение активности АД. Так 
вания КоЧагек-Наиз не подтвердили результатов Эа (27). пределение 
активности АД, может иметь значение при диагностике острого ле 

тей; при новообразованиях же определение активности фермен 


ечники и а 
НО Небольцох жел 
епатоме 


79 СЛУчаев 
тр ДНИКи (30) 


Та не имеет 


Определение активности АД. основано на измерении количества освободив- 

наблюдении за уменьшениех 
экстинкции при 265 ми при переходе аденозина в инозин (24). 

Определение активности аденозиндезаминазы 


Реактивы: 


1 0,4% раствор аденозина растворяя препарат в горячей воде; 
2 Не буфер, Я 7,8 г КН.РО, и 17,9 г МыНРО НО оо м 
воды; 


3) 10% раствор трихлоруксусной кислоты; 


4) раствор БевНира 1, приготовленный путем растворения 5 г МаОН иг тартрата 
натрия-калия (сегнетовой соли) в 100 мл воды; 

5) 2% раствор гуммиарабика; 

6) реактив Мезчег: 10,0 г Не, и 3,0 г К. 
смешивают с 25,0 мл насыщенного 
нескольких дней перед 


при температуре 38°. р 
трихлоруксусной кислоты Про 


КАРБОАНГИДРАЗА (КА) 
КА является ферментом 
`Углерода и водой 
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Исходным пунктом для исследований КА послужили наблюдения Непг]- 
9ле$ (21), который заметил, что освобождение СО, в вакууме и 1 
происходит значительно медленнее, чем из лая = ‚сыворотки 
освобождения СО, из сыворотки соответствовала величине пение. 
рассчитать из постоянной скорости реакции, то есть ее можно ионы 
произвольным распадом бикарбонатов. Ввиду того, 
и Н.О протекает относительно медленно и для за 
определенное время, при ее помощи невозможно об 
рый происходит в легочных пузырьках. Пребывание эритроцитов в легких 
длится около секунды, поэтому реакция между свободными и связанными 
газами должна совершиться в этот короткий промежуток времени, а для этого 
она должна ускориться примерно в 300 раз (64). Вскоре был найден катали- 
затор этой реакции, который удалось отделить от гемоглобина эритроцитов 
(34). Этот фермент был назван карбоангидразой (КА). В чистом ви де КА по- 
лучена из эритроцитов. Молекулярная масса фермента равна примерно 30000, 
каждая молекула белка содержит один атом цинка. В кристаллическом виде 
фермент выделили $с0ой и Фишер (56). В разведенных растворах фермент 
быстро теряет свою активность. Подогревание фермента при температуре 
60—65° в течение 30 минут приводит к его инактивации. Специфическими 
ингибиторами КА оказались сульфонамиды, что установили Мапа и Кейп (31). 
Позже был получен ряд синтетических гетероциклических сульфонамидов, 
из которых наиболее известный под названием Г/ашох действует в 1000 раз 
сильнее, чем препараты, применявшиеся раньше (46). 

Количество КА в эритроцитах многократно превышает количество, необхо- 
димое для катализирования происходящего в организме газообмена. Уменьше- 
ние количества фермента даже до 20% нормы не приводит к заметным рас- 
стройствам газообмена СО.. Фермент эритроцитов принимает участие как 
в удалении СО, из тканей, так и в удалении его в легочных альвеолах. Коли- 
чество КА в эритроцитах уменьшается при анемии. При гемолитических 
анемиях дело доходит до поступления значительного количества фермента 
в плазму, а ввиду низкой молекулярной массы КА проникает через почечный 
фильтр и появляется в моче (47). КА обнаружена в корковом слое почек 
и почечных канальцах (7), где ей приписывается определенная роль в реаб- 
сорбции ионов натрия и выделении в мочу ионов водорода. Введение живот- 
ным сульфонамидов приводит к уменьшению количества выделяемых с мо- 
чой кислот. Была выдвинута гипотеза, что водородные ионы в моче происхо- 
дят из угольной кислоты, синтезированной при участии КА из СО, образо- 
вавшейся в процессе обмена (41). При введении собаке с эцидоЗом диамокса — 
сильного ингибитора КА, в моче появлялось более 50% просочившихся 
бикарбонатов (3). Господствует мнение (42), что КА влияет на рай 
водородных ионов с мочой и реабсорбцию ионов Ма следующим образом. 

в почечных клетках катализирует образование угольной кислоты из 
диффундирующего с плазмой СО.. Последняя сразу же маек за а 
водорода и НСО; . Затем происходит замена водородного иона и ре ы. 
находящийся в первичной клубочковой моче в просвете почечн. ем 
Образовавшийся в клетке бикарбонат натрия поступает в кровяное русло, 
откуда может снова просочиться в клубочковую мочу. Ион водорода, который 

ет с находящимися там бикарбонагами, 
попадает в просвет канальца, реагиру со 
причем образуется угольная кислота, которая разлагается на воду > . - 
Последняя диффундирует в почечную клетку. Весь г заяр о ВЕ 
сводится к выделению ионов водорода и реабсорбции бикарбонатов. Косвенно 
орода на ион натрия. Изменения 
процесс заключается в замене иона водород 
функции почек после введения диамокса можно полностью объяснить инакти- 


амо- 
что реакция между СО, 
вершения ее необходимо 
ъяснить газообмена, кото- 
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вирующим действием этого препарата на КА. Уменьшается вы 


Деление , 
ли тделение н бе ММ 
и водородных ионов, а увеличивается выд: е атрия, бик; арбонатоь иака 
лия. Увеличивается количество выделенной мочи, что Следует об ее 


как осмотический диурез, вызванный т бением количества раст НИТЬ 
в моче продуктов. КА обнаружена в обкладочных клетках слизистой оболом 
желудка (8) где, вероятно, играет большую роль в выделении соляной ак 
ты. Задача КА, вероятно, заключается в нейтрализации при помощи © 
щелочности, остающейся после выделения НС! слизистой Оболочкой же 
Неспецифическое инактивирующее влияние на КА оказывает ря 
соединений, как тяжелые металлы, сульфиды, азиды, цианиды, 
окислительные факторы, как ]., КМпО,, соли йодной и Хлорной кислот, Дл 
определения активности КА пользуются манометрическим (35, 29), ИД 
метрическим (65) и колориметрическим (40) методами. Уменьшение актив. 
ности КА описано при анемии, причем количество фермента по отношению 
к количеству эритроцитов часто бывает увеличенным (61). Увеличение Коли- 
чества КА отмечено при истинной полицитемии, при заболеваниях сердца 
с цианозом и при желтухах. 


Е 2 
ЛУдка, 
-”А Таких 
Некоторы 


КАТАЛАЗА (КТ) 


Этот фермент катализирует разложение перекиси водорода на кислород 
и воду согласно уравнению: 


2.0, >2Н,0 +0, 


В присутствии спиртов и в небольшом количестве перекиси фермент обла- 
дает способностью переносить кислород, как и при реакции, катализируемой 
пероксидазой. При этом молекула спирта окисляется до альдегида (25). 


Н;0,+В-—СНЬОН > В-СНО+2Н,О 


Установлено, что фермент окисляет следующие спирты: метанол, этанол, 
п-пропанол, изопропанол, изобутанол, гликол и коламин. В некоторых усло- 
виях фермент может также переносить кислород на фенолы и ароматические 
амины» как и пероксидаза (62). Кристаллические препараты КТ’ были полу- 
вены еще в 1937 г (Зшииег) (60), а позднее такие же кристаллические препараты 
источников. Фермент обладает сильно свя- 
› которая была идентифицирована как про- 
ный вес фермента равен примерно 240000, 
авляет 0,09%. Это значит, что в состав одной 
атома железа, а тем самым четыре простети- 

ское значение каталазы заключается в защите 
аканей от токсического действия Н,О,, образующегося в процессе окисления, 
особенно катализируемого флавиновыми ферментами. Однако кажется более 
вероятным, что фермент в присутствии неболышого количества Н.Оь› обра 
зующегося в тканях, 


Этой реакции сходен с 
одним из наиболее 


занной простетической группой 
тогематин ТХ (59). Молекуляр; 
а содержание железа в нем сост: 
молекулы фермента входят 4 
ческие группы. Физиологиче 


{ро 
но отсутствует у анаэробных ое Е 
итое количество ингибиторов каталазы. Уже сама пер 











































мента. Тормозящим образом действует ряд соединений 
стрехвалентным железом простетической группы КТ, каг 
азиды, фториды, а также гидроксиламин. 

Активность каталазы в эритроцитах остается неизменной при ряде заболе- 
ваний (20). Лишь при злокачественной анемии, а также и других макроци- 
тарных анемиях отмечается увеличение каталазного индекса (активность 
определенного объема крови деленная на количество эритроцитов в миллио- 
нах). 

При злокачественных новообразованиях отмечается уменышение актив- 
ности КТ в печени и в меньшей степени — в почках. Активность КТ в эритро- 
цитах остается неизменной. Отмечается зависимость между величиной и ско- 
ростью роста опухоли и степенью уменьшения активности КТ в печени. Из 
ряда новообразований удалось изолировать фракции, которые, будучи вве- 
денными нормальным животным, вызывали у них уменьшение активности 
КТ в печени. Эти фракции были названы токсогормонами (37). Описано 
редкое заболевание, обусловленное генетически, и заключающееся в от- 
сутствии КТ в крови и других тканях. Это заболевание носит названае „йуро- 
сааяа“. Оно описано в Японии. У лиц, страдающих этим заболеванием, при- 
мерно в половине случаев в детском возрасте отмечается особый вид гангрены 
в ротовой полости (МогЬиз 'ТаКаВага). Это заболевание вероятно наследуется 
по рецессивному типу (63). 


› которые реагируют 
к цианиды, сульфиды, 


ГЛУТАТИОНРЕДУКТАЗА (ГР) 


Этот фермент катализирует реакцию редукции окисленной формы глута- 
тиона (@55С) в редуцированную (@$Н) при участии НАДФ. Н,. Реакция 
протекает также с НАД -Н, в качестве кофермента, но значительно мед- 
леннее 


С$55$С НАДФ : Н,+Н+- 20$Н-НАДФ 


Этот фермент широко распространен в тканях животных и обнаружен в убы- 
вающих количествах в гомогенатах из следующих органов: почек, печени, 
селезенки, сердечной мыпщы, мозга и скелетных мышц (43). Фермент имеется 
также в сыворотке человека (32) и животных (33). Оптимум рН ГР сыворотки 
для реакции с участием НАДФ -Н, равен 6,5 а при участии НАД .Н, 6,2 (22). 
Гепарин сильно тормозит реакцию, особенно при участии НАД -Н.. Увели- 
чение активности ГР в сыворотке описано при инфекционных гепатитах, 
лейкозах и в болышом проценте случаев у больных со злокачественными 
новообразованиями (32, 26). Увеличение активности фермента наблюдается 
также при нелеченной злокачественной анемии и при острой порфирии (22, 26). 

Определение активности ГР поНогп и Вгип$ (22). Для реакции с уча- 
стием НАДФ.Н, следует взять: 1,6—2,4 мл фосфатного буфера по ася 
РН 6,5; 0,2 мл раствора НАДФ.Н,; 0,2 мл раствора ©55С и от 0,2 до м 
сыворотки. Окончательный объем смеси равен 3,0 мл. Концентрация НАД! Е 
в пробе равна 0,4 им, а 65$С — 5х10 “М. Реакция начинается в т 
бавлении сыворотки. Субстрат доводят до РН 6,3—6,4 В зам аон. 
Экстинкцию определяют в сосудах с толщиной слоя 1 см при р в сравне- 
нии со слепой пробой (с водой вместо ©6556) при ет ь 

Для реакции с участием НАД-+Н» следует взять: 1,7—2, и Ан 
буфера по Збгепзей рН 6,2; 01 мл НАД-Н,; 0,2 мл 6556 и 0,2—0,8 мл сы- 
воротки. Окончательной объем равен 3 мл. Концентрация НАД-Н, 0,35 
имоля на 1 мл пробы, 0$3$С 5х104М. Остальные условия, такие же, как 
описано выше. 
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иалам авторов активность у здоровых ЛИЦ В сре; 

0 ера НАДФ-Н, и 0,42 имоля НАД-Н, на | мл сыворотка Ра 
25 соответствует тому же количеству редуцированного С5$5$С. 

1е\ 5 определяли активность ГР в сыворотке с НА ДФ.Н, при рН >. 
Кегройа и сотрудники (26) — при РН 7,4. Они приводят следующий, 62 
смеси для реакции: 0,5 мл сыворотки; 1,5 мл фосфатного буфера На 
0,3мл65$С (20 мг/мл); 0,2 мл НАДФ -Н, (0,2 мг) и 0,5 мл воды. Экстинкць < 
определяют ежеминутно в течение 15 минут при 340 ми в толщине 
в сравнении со слепой пробой без НАДФ-Н.. В качеств ь 
мают изменение экстинкции при 340 ми на 0,001 на 1 и 
У здоровых лиц активность в среднем равна 32+ 14 единиц. УТУ. 


СУЛЬФАТАЗЫ 


Это ферменты, катализирующие гидролиз органических Эфиров серной 
кислоты по общей формуле 


ВКО$О.К-Н,О - ВОН +КН$0, 
Естественными субстратами для этих ферментов являются 
встречающиеся в организме, как и выделяемые с мочой сое 
эфиров, например, с фенолами и стероидами (52). Хондроитинсульфат является 
составной частью соединительной ткани и хряща, а мукоитинсульфат можно 


стекловидного тела и пуповины. Серные 
эфиры желчных пигментов и трийодтиронина обнаружены в желчи (23а, 


серные эфиры, 
динения серных 


але образуется зактивный сульфат“, из кото- 


сение сульфата на фенол (10). Ак- 
тивный сульфат идентифицирован как аденозин-3’-фосфато-5 '-сульфофосфат 
(44, 45). 


Имеется ряд различных сульфатаз, которые отличаются друг от друга 
специфичностью по отношению к разным эфирам серной кислоты, что является 
критерием для классификации этих ферментов (38): 

1) арилсульфатазы расщепляют сер: 


2) стеридсульфатазы 


) 
5) алкилсульфатазы гидролизуют алкилофосфаты; 

==. аминосульфатазы или сульфамидазы принимают участие в расщеплении 
парина._ 
Арилсульфатазы встречаются 

Де всего в пе 

печени, мозгу 


т 
(12) обнар 


таза С связана с 
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В обладают слабым 
фатазы А и СРодством к таким простым а 
г г А ИЛ-С` 
как фенилсульфат, п. нитрофенилсульфат, п-ацетилфе у мен 
разлагают 2-гидрокси-5-нитрофенилсульфат. п ы › И быстрей 


а также при воспалительных заболеваниях 
сульфатазы остается неизменным (4, 19). 


Типичным субстратом для стеридосульфатазы является серный эфир де- 
гидроэпиандростерона. Этот фермент встречается в печени, где он связан 


ротовой полости 
имеется фермент, разлагающий серные эфиры мукополисахаридов, находя- 
щихся в эмали зубов. В связи с этим была выдвинута гипотеза, что суще- 


Обычным субстратом для определения активности арилсульфатазы явля- 
ется п-нитрофенилсульфат калия (23), определение активности заключается 
в измерении освободившегося в ферментной реакции п-нитрофенола после 
подщелачивания пробы. Для определения активности сульфатазы довольно 
часто пользуются также 2-гидрокси-5-нитрофенилсульфатом калия, то есть 
нитрокатехолсульфатом (48, 50, 18). Довольно часто пользуются также п-аце- 
тилфенилсульфатом (13). Методика определения сульфатазы в моче, с нитро- 
катехолсульфатом в качестве субстрата, описана в публикации Олаюз2уй- 
$ (19). 
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ТРЕТЬЯ ЧАСТЬ 


ПАТОФИЗИОЛОГИЯ И КЛИНИКА 
ФЕРМЕНТАТИВНЫХ РАССТРОЙСТВ 


ААА 


РОЛЬ И ЗНАЧЕНИЕ ФЕРМЕНТОЛОГИИ В КЛИНИКЕ 
КОБМЕЕ, 61В1М$К 


Изучение условий действия ферментов, их распределения в тканях, из- 
менений, которые происходят при различных патологических состояниях, 
а также изучение разных ферментативных дефектов выяснило многие не- 
ясные до того времени вопросы, относящиеся к патогенезу внутренних бо- 
лезней. Методические трудности мешали, однако, распространению и более 
широкому использованию этих достижений в практике. Разработка все более 
совершенных аналитических методов и оснащение больничных лабораторий 
все более точной измерительной аппаратурой позволило широко ввести 
в клинику ферментологическую диагностику. Разработка способов выделения 
и очистки ферментов позволила использовать их для лечебных целей. 

В нашем руководстве, несмотря на то, что оно скорее преследует практи- 
ческую цель, мы считали необходимым посвятить достаточно места классифи- 
кации и номенклатуре ферментов, а также общим сведениям об их свойствах 
и способах действия. Тем самым на клиническую часть останется меньше места. 
Мы считаем, что по мере того, как проблемы ферментологии станут более 
популярными среди врачей, а клинические достижения в этой области увели- 
чатся, книга в будущем сможет приобрести еще больший практический ха- 
рактер. 

Лечебное применение ферментов и их специфических ингибиторов значи- 
тельно расширилось в течение последних лет. Однако достижения в этой 
области не относятся к тем факторам, которые должным образом формируют 
облик современной терапии. Поэтому значительно большую часть клини- 
ческого раздела мы вынуждены посвятить диагностике, ввиду того, что 
в этой области ферментология все глубже проникает в клиническую практику, 
придавая ей новые формы. 

В настоящее время мы находимся на очень раннем эгапе развития клини- 
ческой ферментологии. На наших глазах формируются диагностические по- 
казания, для больничных лабораторий разрабатываются новые, более простые 
аналитические методы, вводятся в практику новые ферменты и одновременно 
производится клиническая оценка их диагностической пригодности. Продол- 
жаются поиски ферментов, специфических для отдельных органов и разра- 
батывается карта их распределения в тканях. Развитие и проникновение фер- 
ментологии в клиническую практику встречается, однако, и будет встречаться 
с очень существенными трудностями. К ним относится необходимость боль- 
шой осторожности в интерпретации результатов, а также дороговизна аппара- 
Туры и реактивов, что значительно повышает стоимость содержания боль- 
ного в больнице. 

Среди кк внутренних заболеваний наибольший триумф переживает 
В настоящее время ферментологическая диагностика в области кардиологии 
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и гастрологии, следом за которыми идет гематология. ы 
терапевтические заболевания можно назвать ферментопат: 1ЯМИ, так к ству 
механизмам сводятся все расстройства метаболизма в организме, одна к Этик 
стоящее время, невозможно еще ясно предвидеть, как Далеко == В а. 
о роникнуть и модифицировать , ©2- 
тическую работу клиники внутренних болезней. прак. 
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НОРМАЛЬНЫЙ ОБМЕН ВЕЩЕСТВ В СЕРДЕЧНОЙ МЬЫШЩЕ 


Сердечная мышща сокращается в ответ на раздражение, исходящее из про- 
водящей системы, или из какого-нибудь импульсогенного очага, находящегося 
в сердечной мышще. Возбуждение, которое возникает после воздействия раз- 
дражителя, вызывает сокращение мыпцы. Для сокращения мышщы исполь. 
зуется энергия, вырабатываемая в процессе метаболизма. 

Потребность в энергии покрывается 
в покое, который необходим для со 


зависит от его фибрилл. Это белки, глав- 
которые прочно связаны с аденозинтрифосфа- 
том. Взаимодействие этих тел при участии других факторов приводит к с0- 
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При реакции глицеринат -> сукцинат освобождается энергия. В процессе 
той же реакции с соответствующими фосфорилирующими составными час- 
тями, энергия накапливается в АТФ. АТФ может принимать участие в таких 
реакциях, как фосфорилирование глюкозы, может также участвовать в хими- 
ческих реакциях, которые приводят к сокращению мышцы. Общепринято 
считать, что фермент АТФ-аза вызывает гидролиз АТФ, но по мнению не- 
которых авторов, гидролиз является только источником тепла. Во всяком 
случае принято считать, что АТФ доставляет энергию, необходимую для со- 
кращения. 

Большая часть свободной энергии, полученная в процессе гликолиза, на- 
ходится в потенциальном состоянии в таких соединениях, как АТФ. Однако 
это небольшая часть энергии, которую можно получить из принесенных пи- 
тательных веществ. Лишь дыхательный метаболизм (кислородный) позволяет 
получить большое количество высокоэнергетических фосфатов. 

Для примера можно привести, что окисление одного моля глюкозы дает 
около 36 молей высокоэнергетических фосфатов, в сравнении с двумя мо- 
лями, которые можно получить путем гликолиза. Этот сложный метабо- 
лический процесс заключается в окислении углеводов, жиров и амино- 
кислот. 

Механизм включения фосфатных групи в реакции, в которых принимают 
участие дыхательные ферменты, остается неясным. Во всяком случае, ком- 
плект дыхательных ферментов находится в митохондриях, которые распо- 
ложены вблизи ретракционных волокон (цитировано согласно Мотаег“5). 

Катетеризация 55 сотопами позволила точнее изучить обмен веществ 
в сердечной мыище. Сердечная мышца экстрагирует питательные вещества 
и кислород из крови, доставленной коронарными сосудами. Энергия, полу- 
ченная при метаболизме питательных веществ, используется ретракционными 
белками сердечной мышцы для выполнения работы. Метаболизм сердечной 
мышцы можно разделить на три фазы: производство энергии, накопление 
энергии и использование ее. 

Путем определения различных питательных веществ и кислорода в пробах 
артериальной крови и крови из 51145 сотопат1из, а также путем измерения коро- 
нарного кровотока можно определить экстракцию этих субстанций сердечной 
мышщей и их расход. Можно рассчитать процент кислорода, использованного 
в процессе метаболизма отдельных субстратов. 

Из исследований Вше и других (11) следует, что углеводы только в 35% 
обеспечивают сердечную мышцу субстратом. После захвата глюкозы клет- 
ками сердечной мышцы, она подвергается в них гликолитическому распаду, 
причем в качестве конечных продуктов образуются лактаты и пируваты. 
В накоплении глюкозы сердечной мыищей болыпую роль вероятно играет 
инсулин, который уменьшает проницаемость клеточной оболочки для глю- 
козы. При увеличении концентрации глюкозы в крови происходит усилен- 
ное ее усвоение благодаря увеличенному выделению инсулина. 

Неуглеродные вещества обеспечивают 70%, потребности сердечной мышцы 
в субстрате. Главными поставщиками энергии являются жирные кислоты, 
которые обеспечивают 60% потребности сердечной мьышщы в субстраты. 
Кроме глюкозы и жирных кислот сердечная мышца экстрагирует молочную 
и пировиноградную кислоту, а также незначительное количество кетоновых 
тел и аминокислот. 

Таким образом можно сказать, что энергетическую потребность сердечной 
мыпщы покрывают главным образом жирные кислоты, глюкоза и молочная 

кислота. Фруктоза, несмотря на наличие в сердечной мышце фруктокиназы, 
лишь в незначительной степени используется сердечной мышцей. 
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При голодании жирные кислоты усиливают 
сердечной мыпщей. У голодного человека средн 
жирных кислот сердечной мышцей равно прим 
ления жиров, тогда как этерифицированная фр 
цей на 58% (12). Таким образом при голо 
вергаются обмену жирные кислоты, 
аминокислоты. 
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Вместе 75:9% Вместе 34,9% 


Рис. 32. Использование субстрата сердечной мышщей (Ве). 


Исследования Во Ни и ВегпВаг показали, что сердечная мышца людей, 
а также собак, особенно хорошо поглощает олеиновую кислоту, которая АЛИЯ 
ется ненасыщенной кислотой. Предполагается, что эта кислота используется 


сердечной мышцей для производства энергии. Из вышесказанного ясно, 


что сердечная мышца использует прежде всего ненасьшщенные жирные 
кислоты. 


г. Хх 
Энергия, образовавшаяся благодаря постепенной деградации И 
веществ в ходе кислородного метаболизма, при участии дыхательных т 
тов, аккумулируется в высокоэнергетических фосфатных соединениях. 


й 
и креатинфосфат (К), болыное количество которых находится в ео 
о являются резервуаром высокоэнергетических фосфатных с06Д 


ак- 
являются наиболее важными составными частями ЗЕЯ 
мышцы. Актомиозин является комплексным соединение 
актина и миозина. 
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расщепляется, что приводит к одн. 


волокон миозина и актина. Ферментные реакции между миозином, актином 
и АТФ тесно связаны с изменением ме 
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Рис. 33. Схема метаболизма сердечной мышцы согласно О1з0п в модификации Рапопь. 





взаимоотношений между актином и миозином принимает у 
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сокращение. Диастола наступит тогда, когда зерна поглотят ионы. ео 
таким образом будут удалены из раствора (60). рые 

В 1943 г Сог-Сом (26) обнаружили в скелетных мышщах фосфорилаз, 
фермент, который катализирует реакцию: зу, 


гликоген + неорганические фосфаты -> глюкозо-1-фосфат 


Фосфорилазу можно получить в двух формах: активной и неактивной, ко. 
торая может активироваться путем добавления адениловой кислоты, 

В сердечной мышще Ка и сотрудники впервые обнаружили фосф 
которая, как нам кажется, ничем не отличается от фосфорилазы с 
мышщ. 

Важную роль в регуляции активности фосфорилазы в сердечной мыпще 
играют катехоламины. Симпатикомиметические амины с положительной иНо- 
тронной функцией вызывают увеличение активности фосфорилазы в сердеч- 
ной мышце. Окончательно не выяснено, действуют ли катехоламины путем 
активации фосфорилазы, или же непосредственно на механизм сокращения. 
'Тем не менее не подлежит сомнению, что концентрация катехоламинов в крови 
влияет на функцию сердечной мышцы. Катехоламины, и особенно норадре- 
налин-адреналин и допамин (ДОПА) накапливаются в сердечной мышце. 
Введение ДОПА и ипроназида вызывает повышение концентрации катехола- 
минов, которое длится около 1 часа. Можно предполагать, что норадреналин 
и адреналин накапливаются в сердечной мыпще на окончаниях симпатичес- 
ких нервов, тогда как допамин находится в цитоплазме симпатических 
нервов. 

В 1956 г появилось сообщение, что резерпин приводит к освобождению 
катехоламинов в сердце, чему сопутствует кратковременное фармакологичес- 
кое действие (11). Раздражение надпочечников и окончаний симпатических 
нервов вероятно повышает уровень катехоламинов в крови, что вызывает 


накопление их в сердце. Возможно, что это приводит к быстрому образованию 
активной фосфорилазы. 


Таким же образом действует на изолированное сердце никотин. 
г1 доказал, что раздражение скелетной мышцы вызывает накопление 
глюкозо-6-фосфата. Реакция гликоген-глюкозо-6-фосфат протекает быстрее, 
чем реакция глюкозо-6-фосфат-молочная кислота, что свидетельствует о том, 
что фосфофруктокиназа является фактором, ограничивающим образование 
молочной кислоты во время сокращения. Сумма глюкозо-б-фосфата и молоч- 


ной кислоты, образованных во время сокращения мышщы, соответствует по- 
тере гликогена. 


Энергия, 
зована для 
несена на 


рорилазу, 
келетных 


так называемый натриевый насос удаляет натр к 
- Возникает разница ионов, и п- 
иной электрического напряжения мышц. Согласно те ке 
непосредственно на сократитель 
который наступает при электрическом раздраже ‹он. 
энергию, необходимую для сокращения мышечных ме 
раздражении натрий переходит в клетку, а калий п 


ы ь отекает 
атном порядке ее между сокращениями процесс ПР 











































РАССТРОЙСТВА ОБМЕНА ВЕЩЕСТВ В СЕРДЕЧНОЙ МЫПЩЕ 


Расстройства обмена веществ в сердечной мышще могут развиться прежде 
всего в результате изменений в субстратах крови и изменений в кровеносных 
сосудах. При недостаточном кровообращении недостаточным будет и приток 
субстрата для ферментов, которые продуцируют энергию. 

Функция ферментов может быть расстроена, так что несмотря на доста- 
точный приток субстратов, продукция энергии будет сниженной. В центре 
ферментных расстройств находится аденозинтрифосфатаза, которая, путем 
отщепления молекулы фосфорной кислоты от аденозин-трифосфорной кис- 
лоты, доставляет большую часть энергии, необходимой для сокращения мы- 
шечных волокон. Активность этого фермента ингибируют вератрин, уретан 
и другие, усиливают его активность глюкозиды строфантина и напер- 
стянки. 

Извращение обмена в сердечной мышце может являться следствием за- 
труднения диффузии в результате отеков межклеточного пространства, из- 
менений в клеточной оболочке, может также зависеть от расстройств в про- 
межуточном обмене веществ. 

Хроническая сердечная недостаточность. Сердечная мьшица, даже 
в измененных гемодинамических условиях, вызванных приобретенными или 
врожденными пороками сердца, как и сердечной недостаточностью, в состо- 
янии экстрагировать из крови необходимые ей субстраты. Экстракция глю- 
козы, жирных кислот, пировиноградной кислоты и кетоновых тел не изменя- 
ется. Использование сердечной мышцей субстратов при недостаточности кро- 
вообращения в основном также не отличается от течения этого процесса 
в здоровом сердце. 

Как правило не отмечается расстройств в снабжении сердечной мышцы 
кислородом; сердце при недостаточности кровообращения может увеличить 
абсорбцию кислорода. Использование кислорода сердечной мышщей является 
наиболее важным фактором, регулирующим величину коронарного кровотока. 
У больных с компенсированным и декомпенсированным сердцем отмечается 
нормальный коронарный кровоток и правильное использование кислорода 
сердечной мышцей (12). 

Некоторые авторы при сердечной недостаточности не отмечают также из- 
менений в высокоэнергетических фосфатах. Уровень АТФ и креатинфосфата 
при сердечной недостаточности остается нормальным. Нормальной является 
также окислительное фосфорилирование в митохондриях сердца в экспери- 
менте на животных. 

При сердечной недостаточности основную роль приписывают уменьшен- 
ному использованию энергии. Ретракция мышечных волокон нарушается. 
Отмечено, что при хронической сердечной недостаточности у собаки умень- 
шается концентрация и вязкость актомиозина (7). О5оп и сотрудники (156) 
вызывали у собак искусственную сердечную недостаточность нутем хирурги- 
чески созданного порока сердца. Они установили, что миозин С (нормаль- 
ный сердечный миозин) обладает молекулярной массой 225000, тогда как 
миозин Е (миозин недостаточного сердца) обладает молекулярьой массой 
690000. Это изменение молекулярной массы не влечет за собой изменений 
в составе аминокислот и не вызывает значительных изменений активности 
АТФ-азы. Вше отметил уменьшение сократимости актомиозина сердечной 
мышцы у умерших больных, страдавших сердечной недостаточностью. 

Согласно ЕигсВ20Е и сотрудникам, некоторым экспериментальным формам 
сердечной недостаточности сопутствует уменьшение количества высокознер- 
гетических фосфатов (АТФ, АДФ, КФ). Однако при других формах недо- 
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статочность протекает без изменений в этих фосфатах.  УМеныше 
тельной силы мышцы при нормальном уровне ВЫСоКоэнергетии ОКрати. 
фатов можно приписать недостаточному использованию энергии ческ фо 
нения механической работы. Причину этого явления изучали и Я в ол. 
ной попиллярной мышще сердца кошки. Уменьшение ретракционый ван. 
зависящее от изменения частоты пульса или идиопатической Сердечь = тЫ, 
статочности, приписывали расстройству конверсии химиче ской ЭН к С. 
коэнергетических фосфатов в механическую энергию (работу). 
средства (гликозиды), нормализировали ретракционную силу. с Речные 
тем повышения эффективности этой конверсии. В случаях ИЗМ 
ционной силы в результате уменьшения внеклеточного Са, это 
приписывается частично уменьшению Эффективности конверсии 
редукции количества высокоэнергетических фосфатов (157). 
Как принято считать в настоящее время, АДФ вырабатыв 


сердечной недостаточности, вызванной дефицитом кислорода, уровень АТФ 
и креатинфосфата (КФ) уменьшается. Некоторые авторы отмечают уменьшение 


считаег, что при недостаточности кровообращения мы имеем дело с расстрой- 
ством системы са]снит-#астог, локализующейся в гранулах, изменений ретрак- 
ционного белка не отмечается. 


последняя образуется не только путем окисления питательных субстанций но 
также в большей степени путем гликолиза. з 
При далеко зашедшей сердечной недостаточности в крови увеличивается 
не только количество молочной кислоты, но и пировиноградной кислоты. 
Однако исследования разных авторов в этом направлении дали разные т 
зультаты. Из польских авторов КаЮ\исх и сотрудники (110), а также Каг я 
Мейс? и сотрудники (68) установили увеличение количества пировиноградио, 
кислоты в крови при недостаточности кровообращения, причем не отмечало г. 
параллелизма между увеличением количества кислоты и степенью недост 


Увеличение Уровня пировиноградной кислоты может являться И 
том гипоксемии, что влечет за собой расстройство обмена пировинограле 
кислоты. Причина увеличения количества пировиноградной кислоты те 
находиться, по мнению других авторов, в ферментной системе. Под ак 
карбоксилазы, в состав которой входит также кокарбоксилаза мя де- 
карбоксилазь), пировиноградная кислота подвергается то 
карбоксилированию, причем одна молекула дает уксусную кислоту У кокар- 
кись углерода, а другая редуцируется до молочной кислоты. В оС рафорной 
боксилазы входит витамин В, в соединении с двумя молекулами ыы это 

> ТО есть дифосфотиамин. Отсутствие в диете витамина В1› глево- 
-Т из эксперимента Реетз, вызывает торможение разложения У еской 
Дов на уровне пировиноградной кислоты. Применение с терапевти 





ровиноградной кислоты 
При хронической 


неясна. Он может зависеть 
от расстройства всасывания, 


еченочных клеток, что является при- 


Фосфорилирова 
избыточным выделением его с Ронания тиамина в печени с последующим 


мочой. 0} 
гиповитаминоз В; на обмен © кончательно не выяснено, влияет ли 


больной сердечной 
е 
певтическое значение введение витамина Рлечной мышце и имеет ли тера- 


При гипертрофии сердечн 
мов сердечной недостаточности 
ществ. Экспериментальные иссле 


в сердце, при ‘нормальном уровне молочной и пировиноградной кислот. 

Эти расстройства противоположны тем, которые находят при сердечной 
недостаточности, когда количество гликогена уменьшается, а количество 
молочной и пировиноградной кислот увеличивается (88). 

Гипоксия, которая появляется при острой асфиксии, при легочной не- 
достаточности (хроническая гипоксия) и анемии, вызывают расстройства 
обмена веществ всей сердечной мыпщы. 

Экспериментальная 15 минутная аноксия вызывает увеличение коли- 
чества неорганических фосфатов, молочной кислоты и глюкозо-6-фосфата, 
при уменьшении количества гликогена. Количество фруктозо-1,6-дифосфата 
и дигидрооксиацетонфосфата падает незначительно. Количество АТФ умень- 
шается. Это вероятно является последствием аноксии. 

При анемии уменьшается способность крови переносить кислород. Умень- 
шается также экстракция кислорода. При далеко зашедшей анемии, несмотря 
на увеличение количества крови, протекающей через коронарные сосуды, 
снабжение сердечной мышщы кислородом неадекватно потребностям. Сердеч- 
ная недостаточность является результатом неадекватной продукции энергии 
в сердечной мышще (11, 12). ^ : 

При сердечной недостаточности, вызванной анемией, уменьшается коли- 
чество гликогена и энергетически богатых фосфатов. Увеличивается уро- 
вень Г-6-Ф, изменяется отношение фосфорилазы а к Ъ. Дело доходит до 
гликолиза и увеличения уровня молочной кислоты в крови и в яптиз сото- 
пачиз. Гемодинамически определяется увеличение систолического объема 
и ее оторая отмечается при заболеваниях коронарных ыы 
(инфаркт миокарда), вызывает изменения только на о а. 
Гипоксия приводит к недостаточному снабжению ки мы р м м 
кроме этого наступает недостаточное снабжение углеводами, жир 


тами. 
А ЕИНОНиСо в своем распоряжении недостаточно гликогена, 


сет 
При ишемии сердце им ергии в процессе бескислородного образо- 


ля накопления эн. Е = 
Е Ни СО. ‚ молочной и пировиноградной кислоты при ишемии 


ению РН внутрь клеток. Наступает осво- 
о приводит к смещ 

и ‚зе = ферментов, СОТ, глюкозофосфатизомеразы и многих 
а. емости клеточной оболочки. Эти расстройст- 


проница 
виду повышения про Г 
о ве энергии приводят к уменьшению систолической силы 


сердца и недостаточности кровообращения. При инфаркте миокарда с острой 
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сердечной недостаточностью, отмечается уменьшение систолического те 
и компенсаторное увеличение периферического сопротивления. объема 

При сахарном диабете отмечаются расстройства концент 
субстратов, необходимых для обмена веществ в сердечной мь 
вание глюкозы и молочной кислоты сердечной мышщей у б 
диабетом уменьшается независимо от концентрации сахара в Крови, На 
пает резкое усиление экстракции из крови жирных кислот и также, в а 
степени, кето-соединений. Принято считать, что процессы фосфорилиий 
вания ухудшаются, тем не менее существенных расстройств в промежутющ, > 
обмене веществ не обнаружено. Ном 

Расстройства в электролитном балансе, которые появляются в случаях 
тяжелого сахарного диабета, вызывают изменения проницаемости клеточной 
оболочки. Гипокалемия приводит к сердечной недостаточности путем уменьше- 
ния ферментативных процессов, а также к внеклеточному алкалозу и внутри- 
клеточному ацидозу. Изменение рН крови влияет на обмен веществ. 

При сахарном диабете основное значение имеют осложнения в виде арте- 
риосклероза коронарных сосудов. 

Сердце при болезни Бери-Бери. Ввиду отсутствия тиамина замед- 
ляется синтез кокарбоксилазы. Кокарбоксилаза включает пировиноград- 
ную кислоту в цикл Кребса. Уменьшение количества этого фермента вызы- 
вает выпадение тех звеньев обмена, которые в физиологических условиях 
играют роль в продукции энергии. В сердце больных Бери-Бери отмечается 
биохимическое расстройство, которое заключается в уменьшении окисления 
пировиноградной кислоты. 
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34. Схема расстройства обмена веществ при Бери-Бери (Неве!л). 


‚Расстройства обмена веществ в сердечной мышце, и 
| тироксином. При гипертиреозе коронарный кровоток, а также июль 
вание в сердечной мышце субстратов и кислорода, увеличены. Однако мно" 
| ученых по Этому вопросу расходятся. яро- 
| "Я окислительных процессов и окислительного ее 
| вания может ести к расстройству образования энергии. Поэтому ется 
| ыы того же количества высокоэнергетических фосфатов вне 
| Увеличенном окислении субстратов. Вероятно в сердечной мышце с Нед 
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точностью, вызванной гиперфункцией щитов =. 
идной железы, ко. 
высокоэнергетических фосфатов падает (30). › количество 


Под влиянием тироксина уменьшается 


личивается, что приводит к уменьше- 





как и мерцание предсердий, вначале 
вызывает увеличение активности Фосфорилазы, а затем падение ее. Фосфо- 


рилаза ведет себя таким же образом, как и в скелетной мьышще при увели- 
чении частоты и скорости сокращений. Вероятно в первые секунды сокра- 
щения в мыпще сердца наступает алкалоз, что способствует синтезу активной 
фосфорилазы. Усталость вызывает накопление молочной кислоты и паде- 
ние рН, это приводит к уменьшению количества фосфорилазы. Эти измене- 
ния РН являются регуляторным механизмом, который противодействует 
уменьшению запасов гликогена в сердечной мышце (26). 

. Изменения в промежуточном обмене углеводов в результате усиленной 
сердечной деятельности являются результатом аноксии. Как и в скелетной 
мышце, увеличение частоты сокращений приводит к увеличению концентрации 
лактатов и глюкозо-б-фосфатов и к уменьшению содержания гликогена 
в сердечной мыпще. Это указывает на то, что фосфофруктокиназа является 
фактором, ограничивающим образование молочной кислоты во время сокра- 
щения мышщы. 











АРИТМИЯ И ЭЛЕКТРОЛИТЫ 


Согласно теории сформулированной Ходкинсом в 1951 г., между внутрен- 
ним содержимым клетки и окружающей средой при раздражении возникает 
разница потенциалов. Причиной этого является неравномерное распределение 
ионов внутри и вне клетки. Концентрация калия внутри клетки в 30—40 раз 
превышает концентрацию этого электролита в межклеточной жидкости. Зато 
концентрация натрия и хлора внутри клетки невелика. Наоборот в плазме 
концентрация натрия в 10—20 раз превышает концентрацию его внутри 
клетки, то же самое относится к концентрации хлора; калий в плазме имеется 
в небольшом количестве. 

Основную роль в сохранении разницы в концентрации ионов НЕА 
точная оболочка, которая отделяет клетку от окружающей Во кк 
эта оболочка проницаема для калия и хлора и ее ин => неее 

При раздражении блуждающего нерва или под жен: ля иона К 
концентрации ацетилхолина, проницаемость клеточно. ана к: ие 
увеличивается. Наступает перемещение калия из межклет реза 
внутрь клетки (59). = - 

и > с ее анемией сердечной мышцы ы вит 55 
И сЕокОныь и, меш ость. В случаях тяжелой 
а ионы натрия перемещаются в межклеточну замедляется, ионы калия пере- 
анемии, когда клеточный метаболизм резко > ии. 

ежклеточную жидкость, а ионы натр нутр 

вены ыы алия и натрия вероятно зависят от обмена 
ие клетки. Изменения состава ионов к: рии 
40° глюкозы, которая вместе с калием про еличенным метаболизмом клетки. 
и ео ениЫ на в сердце и развитие аритмии: 
Гипокалемии сопутствует усиление импуль епетание предсердий, и даже 
экстрасистолическая аритмия, мерцание и тр == Е у 
мерцание желудочков. Чтобы вызвать экспериментально мерцание пред- 
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сердий необходимо Е окалемическую среду, а Для того, Чтоб: 
Увеличить концентрацию» ИОНОВ кале 
внеклеточной жидкости, введением раствора соли калия (17, 18). “Алия во 

Препараты, которые в небольших дозах Уменьшают повышенную > 
димость сердечной мышцы, как, например, калий в более ВЫСОКИХ 3бу- 
снижают проводимость. В связи с разным распределением электро к 
внутри и вне клеток, существует два резко отличных тина леточното В 
болизма, которые обусловливают усиление возбудимости и Снижение "7 
водимости сердечной мышцы. На этом основании Куосхуйз К ы 
следующее деление аритмии: в 

1) расстройства ритма, зависящие от повышенной 
относятся преждевременные сокращения предсердий 
трепетание и мерцание предсердий; 

2) расстройства ритма, зависящие от снижения 
мыпщь, к которым относятся: синусная аритмия и атр 
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АРТЕРИОСКЛЕРОЗ 






Среди многочисленных теорий патогенеза артериосклероза основное зна. 
чение имеет метаболическая теория Аничкова. Согласно этой теории перв 
ным аффектом при артериосклерозе является линоидная инфильтрация 
риальной стенки. Аничков считает, что липоиды просачиваются из 
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просвета 


















ледования, которые 

рина к культуре аорты, холестерин 

отлагается в клетках сосудистой стенки, причем тем в большем количестве, 
чем больше его концентрация в жидкости среды (114). 

Кроме гуморальных расстройств, все болышее значение приписывается 

расстройствам метаболизма артериальной стенки. Так, в последнее время 

установлено, что в аорте телят синтези 


руется холестерин, и что при арте- 
риосклерозе имеет место также расстройство метаболизма липидов в самой 









Кроме метаболической теории Аничкова болышое эначение приобрели 


Согласно этим взглядам, первичным а 
ся образование мелких субэ 


инфильтрация их. 


Некоторое значение имеет также теория воспалительного происхождения 
артериосклероза, которую в Польше представляет Войупек, и которая сарнний 
свое подтверждение в трудах советских и немецких авторов. Согласно ры 
взглядам, в возникновении и развитии артериосклероза играет роль ин 

овых и липидных масс в эндотелий рн 
В том, что артериосклероз является сложным патолог нон 
процессом, и что рядом с биохимическими расстройствами в самом рн 
значении этого слова, большую роль играют также другие факторы, особен 
гемо, еские измен 


Кли 
отами) 
и этерифицированный (жирными кисл 





холестерин, Фосфолипиды, нейт 


кислот), а также неэте ифит 
рее Рифицированные жирные кислоты в сочетании с альбу- 


ральные жиры (эфиры глицерина и жирных 


ы судах) он колеблется согласно даннь 
НИИ Е среднем: от207 +: 6% 6 до 223+5 = 6,5. При ме кон 


Е ас исследования получают большие величины. Здесь следует 
В уе 172 +5 и Члены холестерина в физиологических условиях 
г 141). П >>: ТО соответствует данным других польских авторов 
(2141). При артериосклерозе, осложненном заболеваниями печени, коли- 
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Рис. 35. Липопротеины сыв 


чество холестерина в крови не увеличивается, иногда еее даже па- 
дение количества его в крови ниже нормального уровня. результате 
расстройств в системе ферментов, обусловливающей пы Вы между сво- 
бодным и общим холестерином, изменяется отношение сво ыы —- 
рина к общему, а именно, в этих случаях уменьшается шея: =. я ыы ыы Е= 
цированного холестерина, при нормальном уровне имение еее 
холестерина. Это указывает на большую роль печени д 


"Уровень фосфолипидов при’ артеряоскИероВоА Е Щи НА Е 


ся показатель 
== В результате этого увеличивает ` 
в среднем до 274 + $ = 6,6. ь 

м — й отношение холестерина к фосфолипидам (Х:Ф с 0,73 на 0,92 
бе е показателя Х:Ф за счет увеличения холестерина 


в креинею: о нипинов может также иметь значение в патогенезе 
или уменьыш 





средней арифметической. 
* Буква $ обозначает среднюю ошибку средн ‚р: 
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артериосклероза. Фосфолипиды, связывая холе 
падение его и откладывание в стенках артерий. 

Жирные кислоты. При артериосклерозе Увеличивае. 
жирных кислот, которое может быть различным, 
зации артериосклеротического процесса. По данны 
полностью этерифицированных жирных кислот, который у ЗДоровых 
равен в среднем 364 мг%, увеличивается при артериосклерозе перифе вы 
сосудов до 546 мг%. У больных после перенесенного инфаркта ми ыы 
доходит до 615 мг% (исследования нашей клиники, ]. Мазюг) Карда он 

Непредельные жирные кислоты освобождаются в результате м 
триглицеридов под влиянием липопротеин-липазы. Они служат и Ах 
спорта жиров и доставляют энергию для процессов тканевого обмена ‘ран- 

Значение непредельных жирных кислот в патогенезе артериосклеро 
нашло свое отражение во многих трудах. Непредельные жирные КИСЛОТ 
снижают уровень холестерина в крови, а также противодействуют отложению 
липоидов в артериальной стенке. Зшс]ат считает, что непредельные жирные 
кислоты являются витаминами, необходимыми для правильного обмена 
липидов. Согласно некоторым взглядам артериосклероз является заболева- 
нием, возникшим в результате дефицита жирных кислот. Этот Взгляд не 
является общепринятым, но тем не менее он указывает на большую роль 
непредельных жирных кислот в патогенезе артериосклероза. 

Следовало бы также напомнить о профилактическом действии непредельных 
жирных кислот. Холестерин, связанный с этими кислотами в виде эфира, 
подвергается более быстрому обмену. Согласно взлядом ЕпзеБегя более 
быстрый гидролиз триглицеридов непредельных жирных кислот приводит 
к более быстрому перемещению их в ткани, где они сгорают. Таким образом 
уменьшается количество материала, необходимого для образования липопро- 
теинов. 

Изучение действия растительных масел, содержащих полиеновые жирные 
кислоты, показало защитное влияние их на липидные показатели (]. Маз1ог). 

Количество непредельных жирных кислот при артериосклерозе умень- 
шается. Содержание непредельных жирных кислот выражается у здоровых 
людей Иодным числом, равным 104. Модное число при артериосклерозе 
коронарных и мозговых сосудов равно 90, а при общем артериосклерозе 73 
(по данным нашей клиники , 

УЛКгог и Тасуз2уп (146, 147), исследуя общий уровень жирных кислот и сте- 
пень их непредельности, установили, что общий уровень жирных кислот при 
артериосклерозе в среднем дважды превышает уровень их у здоровых люде!. 
Зато уровень непредельных жирных кислот при этом заболевании в средие! 
В два раза меньший, чем у здоровых. ь 

Липопротеины являются комплексными соединениями | зи 
с белками плазмы. В зависимости от размера молекулы, их можно раздел 


стерин, предотвращают 
ВЫ. 


тся 
“ Коли 
В зависимости а: Чество 


м нашей Клиники, > 


кие 
шап при помощи ультрацентрифуги, каки электрофоретич 
показали, что при артериосклерозе имеется сдвиг липо к . 
ении грубодисперсных (лицопротеины крупномолекулят о 
москлерозе преобладают молекулы имеющие 5# 10 — 20, а р 
(128). При электрофорезе липопротеинов установлено уве 
оторая содержит гораздо больше холестерина, чем ® 
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Отношение холестерина к фосфолипидам в В липопротеинах является более 
высоким, чем в & липопротеинах. 


При помощи электрофореза наб 


умаге и окраской по ЗууаВ п 
липопротеины на быструю & фракцию, = В ет ее. 
содержащую хиломикроны, так называемый хиломикроновый хвост обозна- 
чаемый буквой Т (Тгапе). Хиломикроновый хвост соответствует нейтраль- 
ным жирам, которые окружены белковым плашем. В нормальных условиях 
« фракция составляет 20—35°%/,, В фракция — 50—66% и хиломикроновый 
хвост колеблется в границах 12—20% по отношению ко всем фракциям. 
При артериосклерозе увеличивается В фракция как и хиломикроновый хвост. 
В липопротеины имеют ЗР порядка 10—20, тем не менее полоса их флотацион- 
ного спектра не является эквивалентом полосы светового спектра, 




























































































который 
соответствует точно определенной длине волны. 
Таблица 10 
Свободный 
Холестерин холестерин осени к 
Е пиды мг% ры | слу- 
свободный общий холестерин чаев 
Норма 52 -Ез=1,15 |172 $=2,65 |0,31--з=0,0004 235 -+3— 8,8 |0,73-3=0,02 | 51 
] | 
Эссен- + + | 
8 циальная | | 34 
ЕН НИ | 6443=1,9 |207-43=6 1|0,3143=0,004 |267-+3= 9,6 0,14 3=0,026| 
и Ее к 
о Стено- | 57 
а 264-+55= 5,5 0,82-53—0,014 
э — 7» 
8 ах = 42 
ЕЕ НиТ | 7143=1,8 |22543=5,0 |0,31 274-+3= 6,6 0,83-58=0,02 | 
ЗЕ т + + 
ЯР Инфаркт зе ее | 37 
8 миокарда ол [223 45—6,5 0,31 258-$= 7,8 [0,92-+=0,028 | 
Осложненный Е я 37 
артериосклероз || [152.43—3,6 10,33-53—0,0006 |200-8=10,2 |0,76-5=0,03 











Результаты определения липидов в крови У здоровых людей = ПРЕ а ре 
и осложненном артериосклерозе. Буква $ обозначает среднее анна в я мда с груп- 
ческой. Знак -- или — обозначает статистически существенную раз ст и ствие а 
пой здоровых. Знак -- -- обозначает статистически достоверны росте Е (124) 
бы то ни было знака обозначает отсутствие статистически сущест 3 


Факторы свертывания крови. При артериосклерозе отмечается 
увеличение свертываемости крови, хотя этот признак не мины. 22| 
Увеличение свертываемости крови идет параллельно гипер! - ея 
мии. Увеличивается количество инет протромбина по ику. 
Наиболее характерным является уменьшение ы- ист ма 
плазмы, протекающее с В-липопротеинемией. рибр а ое 
ется в норме. Тромбоциты отличаются меньшей уст ь 

Согласно данным нашей клиники при р еринь отмечается удлинение 
времени фибринолиза эуглобулинов еее до часов (в среднем), при 
норме 3,5—4 часа. Удлинение времени фибринолиза отмечается в значитель- 
ном проценте случаев при коронарной недостаточности. 
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Таблица 11 


Результаты определения факторов свертывания крови у здоровых ых 
раннем, позднем и осложненном артериосклерозе 





Факторы свертывания крови 





катализирующие 





Тормозящие 
АКТИВНОСТЬ Протромбин р иие А — 
протромби- Фак Уп 8188°-Тезе | Анти- к 
по двух- актор | ТыготЬт- тромб Фиб Чи. 
НОВОЕ степенному сах | Сепегацов | "РОМбин "Оринолиз! сл 
комплекса методу %% В -Тезо (Ошск) часы слу. 
0/0 


(ОшсК) %% минуты | едид./мин, | ча 


| а 
Норма | 100-$=2,0 | 100+ $=2,3 100458—2,0 | 6—14 [15/30 45 
Э - | 
п | 


вия РИ | 12348=5,2 | 11248=2,7 | 111-8=2,9 | 614 115/30—35 5,5 +5—0,28 43 

















ое р т ее ? 15130—45 
кардия | 149-55=5,8 | 1174-8—4,5 | 13943—5,5 15/80—45 6,75 


Е + + х 


Вии 147-58=8,1 | 118-5$=4,1 134+$=5,2 [15/20—40 [7,0 55-055 49 





Ранний 
артериосклероз 








Инфарк | + + -- + + 
миснарда 159-5=5,5 121-55=3,8 | 1433 =7,0 15/25—50 18,3 





Поздний 
артериосклероз 





Осложненный г. а 
а] 
аи Е 98-5$=4,2| 7543—4,6 














Буква з обозначает среднее отклонение средней арифметической. Знак - или — обоз- 


ет статистически существенную разницу в сравнении с группой 
повышения или 


В тесте антитромбина приве, - омбина 
дено время инактивации постоянного количества трой 
(15 единиц тромбина) (124). 


Зато в зачальной фазе артериосклероза при неосложненной эссенциальной 
гипертонии (первый и второй период) изменений не обнаружено. При позднем 
артериосклерозе, и особенно при инфаркте миокарда и артериосклерозе пери- 
ес = фибринолиза удлиняется в значительной степени. 

Рирост вне ав фибринолитической фазе 


й 
30 прироста внебелкового азота в коагуляционно 


зом (после пере 
т лишь к незна 








Саде\з Е установил, что после пр 


иема сметаны (предельные жирные кислоты) 
наступает торможение фиб 


ринолиза и сокращение времени рекальцификации, 
Ненасыщенные жирные кислоты не оказывают такого действия (38). 

Кроме перечисленных, отмечаются расстройства и других факторов сверты- 
вания, о которых речь была выше. Между изменениями липидов крови 
и расстройствами некоторых факторов свертывания, как, например, фибри- 
нолиза, отмечается статистически значимая корреляция (126, 127). 

С1Ь1$КЕ и сотрудники (49) произвели сравнительные исследования при 
облитерирующем артериосклерозе нижней конечности. Они установили, 
что время свертывания крови, которая прошла через склеротически изме- 
ненный сосуд, было укорочено, а через неизмененный — удлинено. Обнару- 
жено также различие в самопроизвольном коагулолизе, который при облитери- 
рующем артериосклерозе отчетливо усиливался в крови здоровой конеч- 
ности, и был очень слабым в крови больной конечности. Уменьшение про- 
теолитической активности крови из больной конечности является относи- 
тельным и зависит от увеличения протеолиза крови из здоровой конечности. 
Последнее связано с активностью клеток, а не плазмы (145). 
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к й 4 6 8 0 12 4 16 
Длительность фивринолиза (часы) 
ови и длительностью фибринолиза при пе- 


ж. холестерином кр. ы ; 
Рис. 36. ры тя Е фаркте миокарда (Е. $2с2еКИК и А. ТашаКо\а). 


ющем артериосклерозе была 

ЕСТ арии лы ржариелиы о так и из здоровой. 

одинаковой в орон активность была меньшей в больной конечности. 

к. че изменение коагулолитической активности крови идет 

... извени активности клеточного протеолитического фак- 
парал 


тора (49). ся ферментативные расстройства в крови. 


ерозе отмечают: ы реа, 

(©) и ах фибринолитической активности = выше. В последи 
а ческая А 
время была подробнее изучена липолити ункция 


ю лицазу, или так называемый фактор просветления, 

Липолитическу Это фермент, который расщепляет связь молекулы 

открыл в 1942г Навл. т ерида; при этом освобождаются три свободные 

белка с ам и молекула глицерина. Кроме того, липопротеиновая 
молекулы жи] 


287 

















липаза изменяет состав липопротеинов крови, уменышная кРрУпномо 












фракцию липопротеинов. к лярну 
Липопротеин-липаза является тканевым ферментом. В физио 
условиях активность ее в сыворотке невелика, или се в Крови Во ИЧеск 
Появляется она в крови после инъекции гепарина, который мы н 
1зиру 
Биничи 
16! 
14 Г 
7121 
> 
х 
За 
Е 
= 
УВ 
4 
2 
—щ_ 
т 2’ 50’ 07 и. 
Минуты 180 240 


Рис. 37. Липолитическая активность плазмы (в среднем) у здоровых (верхняя кривая) 
и при артериосклерозе (нижняя кривая) после введения гепарина в дозе 1 мг/кг (Е. З2с2еКИ 
и $. Ека). 


Виницы 


Актидность 


С 93: < © 





77° 





30’ 60’ 120" 780" я 
Минуты 


оивая) 
Рис. 38. Липолитическая активность плазмы (в среднем) у здоровых (вер: ом. 
и при артериосклерозе (нижняя кривая) после введения гепарина и нагрузки 


‘неактивный фермент. Считается, что гепарин является ее кофермент” 
Печень Удаляет из крови липопротеин-липазу. Активность в 
липазы после инъекции гепарина у здоровых людей равна 10 же 
(газометрическим способом 5. Фликазйк 162). У здоровых людей кривая 
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ности липопротеин-липазы (после внутривенного введения гепарина в Дозе — 
1 мг/кг), выглядит следующим образом: после первоначального крутого 
подъема, кривая достигает максимума через 15—60 минут после введения 
гепарина, после чего постепенно падает до низких величин. У больных арте- 
риосклерозом кривая липолитической активности является более пологой, 
чем у здоровых, кроме того, очерченная ею поверхность, которая свидетель- 
ствует об общем количестве образованного фермента, охватывает лишь 76% 
поверхности группы здоровых людей. Липолитическая активность не зависит 
от локализации артериосклероза. 

Кривая липолитической активности после гепарина при одновременной 
нагрузке жиром (1/4 литра 22% сметаны), у больных артериосклерозом еще 
более уплощена. Поверхность, занятая кривой с жировой нагрузкой у больных 
артериосклерозом равна 60% соответствующей поверхности у здоровых. 

Такая картина кривых может свидетельствовать о дефиците липолити- 
ческих ферментов в тканях у больных с артериосклерозом, особенно в периоде 
усиления метаболической функции. Она может также свидетельствовать об 
уменьшенной реактивности тканей на раздражение гепарином (127, 131). 

Под влиянием гепарина уровень этерифицированных жирных кислот 
у больных артериосклерозом снижается, причем величина падения этого 
уровня равна 2—3 кратной величине средней ошибки. Зато у больных с нор- 
мальным уровнем этерифицированных жирных кислот, как и у здоровых лиц, 
под влиянием гепарина отмечается снижение содержания жирных кислот, 
лишь незначительно превосходящее среднюю ошибку (146, 147). Эти данные 
соответствуют данным других авторов и свидетельствуют о том, что при 
низкой концентрации и малой степени дисперсности молекул триглицеридов 
в сыворотке, относительный рост уровня липопротеин-липазы после гепарина 
вероятно не имеет существенного значения. 

Анализы при облитерирующем артериосклерозе свидетельствуют о стати- 
стически существенном снижении активности липопротеин-липазы. Эти 
изменения не связаны с местными расстройствами, так как отмечаются одина- 
ково как в здоровой, так и в больной конечности (153). 

Экспериментальными исследованиями у животных установлено также 
снижение активности липопротеин-липазы у кроликов с холестериновым 
артериосклерозом. Отмечено также видовые различия, так, например, аорта 
крыс обладает значительной липолитической активностью, аорта кроликов — 
небольшой активностью. 

Уменьшение активности липолитической липазы отмечается также при 
других заболеваниях; при разных инфекциях, воспалительных заболеваниях 
разных органов, анемии и других. 

Эластаза* (Панкреатопептидаза Е) является протеолитическим ферментом, 
недавно выделенным из поджелудочной железы. Этот фермент обладает 
способностью растворять эластин артериальных стенок. Он находится ва клет- 
ках поджелудочной железы как профермент, во внутрисекреторной части 
железы он отсутствует (5). Содержание этого фермента в поджелудочной 
железе у больных артериосклерозом вероятно уменьшается. Эластаза вероятно 
принимает участие в распределении белков в артериальной стенке и таким 
образом при усилении ее активности наступают сосудистые изменения. 

Белки крови. При помощи электрофореза, как и при помощи ультрацентри- 
фугирования, при артериосклерозе обнаружены расстройства в отдельных 
белковых фракциях. Количество альбуминов падает, а количество глобули- 
нов В, а, и а, увеличивается. 





* Старое название. 
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РАССТРОЙСТВА МЕТАБОЛИЗМА" СОСУДИСТОЙ СТЕНКИ 


Исследования последних лет указывают на то, что артериальная 
не является только пассивным фильтром, а обладает собственным ме 
мом. В стенке артерий эластического и эластическо-мышечного типа 

| жен синтез фосфолипидов, холестерина и его эфиров, который Увеличиваетс 

| при диете, богатой холестерином. Липиды, возникшие в артериальной сте я 
| 
| 


енка 
Таболиз_ 
Обнару.- 


те 

элиминируются в просвет сосудов. Уменьшение местного катаболизма еь. о 

в артериальной стенке может являться существенным фактором в Развитии 

| артериосклероза, даже более важным, чем подвоз липидов и физикохими- 

ческое состояние плазмы крови. Изменения метаболизма липидов Могут 
] зависеть от влияния многих гормонов (143). - 

| Согласно Раегзоп (100) отложение жиров в артериальной стенке не зависит 

| от уровня жиров в крови, а является результатом повторяющихся крово- 

течений. Кровотечения во внутреннюю оболочку артерий можно обнаружить 

в каждом периоде артериосклероза. Липиды, откладывающиеся в тромбе, 

могут быть местного происхождения (расстройства в местном синтезе) 

же, согласно теории инкрустации, проявлением дегенеративных изме 

тромба артериальной стенки. 

| Гиперлипемия стимулирует синтез липидов в эндотелии артериальной 

| стенки. Жир, имеющийся в отложениях липидов в эндотелии, происходит 

из плазмы крови. Жиры же, находящиеся под атероматозными инфильтра- 

| тами в сосудистой стенке, синтезируются на месте. Наиболее новые данные 

| свидетельствуют о том, что абсорбция липидов из крови, как и их синтез 


В стенке артерий, являются процессами, которые протекают параллельно 
| (154). 


› ИЛИ 
нений 








стенки (101). Атероматозная ткань аорты при экспериментальном артериоскле- 
розе удлиняет время фибринолиза плазмы и снижает протеолиз протеолити- 


няется при артериосклерозе. Ферментативную активность можно определить 
как биохимическими, так и гистохимическими методами. Тем не менее суще- 
ствуют еще большие трудности в установлении различия в ферментативной 
активности отдельных слоев и клеток, что может иметь большое значение. 

Липолитическая активность артериальной стенки зависит от вида животного 
и уменьшается с возрастом. У кролика при экспериментальном артериоскле- 
розе развиваются расстройства липолитической активности, которые идут 








ным изменениям ее с отложением фибрина, или во втором периоде к ный 
к изменениям, заключающимся в фиброзе, некрозе и кальцификации- 
третьем периоде наступает отложение больших количеств липидов. 
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В развитии артериосклероза играют роль расстройства обмена мукополи- 
сахаридов, которые вызывают изменения в структуре мезенхимы артерий. Уже 
в начальном периоде артериосклероза одними из первых являются расстрой- 
ства метаболизма мукополисахаридов базального слоя артериальной стенки. 
Появляются расстройства равновесия и взаимоотношений в межволоконных 
элементах базального слоя, а затем изменения их состава, распределения 
и степени их полимеризации. При далеко зашедшем артериосклерозе отмеча- 
ются качественные изменения мукополисахаридов (85). Мукополисахариды, 
скопившиеся в начале образования атероматозных инфильтратов, могуг 
усиливать отложение липопротеинов плазмы в связи с их способностью 
формирования комплексных связей с липопротеинами. В этом процессе играет 
также роль их способность тормозить активность липопротеин-липазы арте- 
риальной стенки (55). 

Деполимеризация мукополисахаридов базального слоя, вызванная гиалу- 
ронат-лиазой, может увеличить проницаемость сосудистой стенки, что облег- 
чает отложение липидов и белков (19). 

Мукополисахариды обладают иротивтромбозными свойствами, а внутри- 
венное их введение крысам стимулирует образование факторов просветления. 
При уменьшении количества кислых мукополисахаридов во внутренной обо- 
лочке при артериосклерозе могут уменьшиться нормальные противотромбо- 
тические ее свойства, что облегчает отложение фибрина. Это может также 
привести к уменьшению липолитических свойств артериальной стенки (50). 

Согласно Мапае! (89) уже в физиологических условиях возможность арте- 
риальной стенки использования энергии, накопленной в АТФ, ГТФ и УТФ, 
невелика, ввиду того, что стенка артерий использует 3/4 глюкозы путем анаэ- 
робного гликолиза. С возрастом повреждение ферментативной системы различ- 
ными токсическими факторами приводит к расстройствам ферментного осна- 
щения артерий, к снижению образования энергии, что выражается уменьше- 
нием АТФ, ГТФ и УТФ. Уменьшение образования энергии влечет за собой 
снижение синтеза белков, что в свою очередь ведет к уменьшению актив-. 
ности некоторых ферментов и связыванию некоторых аминокислот. Образу- 
ется порочный круг, который приводит к дальнейшему уменьшению тканевой 
энергии. Наступают расстройства в синтезе белков и мукополисахаридов 
с появлением групи свободных кислот, которые имеют большое сродство 
к липопротеинам. 


АРТЕРИАЛЬНАЯ ГИПЕРТОНИЯ 


Согласно принятой в настоящее время классификации, артериальная гипер- 
тония может быть эссенциальной или вторичной. Вторичная гипертония имеет" 
место при некоторых заболеваниях почек, сердца и артерий, при некоторых. 
гормональных заболеваниях, как синдром Кушинга, феохромоцитома и многие 
другие. Первичная гипертония, или так называемая гипертоническая болезнь, 
является заболеванием, при котором мы не находим перечисленных выше: 
причин гипертонии. Это заболевание принято делить на два периода: период. 
без осложнений (раньше 1—Ш периоды) и период с осложнениями (раньше 
Ш и [У периоды). : 

Патогенез эссенциальной гипертонии еще окончательно не выяснен. Из- 
вестно значение кортико-висцеральной теории, объясняющей механизм раз- 
вития эссенциальной гипертонии. Кроме неврогенных расстройств, патогене- 
тическое значение имеют ферментные и гуморальные расстройства в соче- 
тании с электролитическими расстройствами и изменениями в почках. 
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В 1898 г Тигерштедт и Бергман обнаружили в КРОВИ из почеч 
наличие прессорной субстанции, которую назвали ренином. Они тогл кк Вен 
зали предположение, что освобождение большого количеств Ца Выска_ 


а Ренина мо. 
привести к увеличению артериального давления. СоЫан и сотрудник же 
в 1934 г вызвали экспериментальную гипертонию у собаки тень — ИЗО 


путем СДавления 
Дило к Стойкому 
тной артерии ти- 
ров подтвердили 


почечной артерии. Сдавление обеих почечных артерий приво 
повышению давления у собаки; при сдавлении одной почет 
пертония бывала преходящей. Исследования многих авто 
и расширили эксперимент СоЧЫаи. 

Разе и Вгаип Мепепае$ (99) в 1939 году доказали, что артериальное давле: 
увеличивается, если к ренину прибавить плазму. Имеющийся в плазме к 
тензиноген переходит под влиянием ренина в гипертензин, который ыы 
дит к повышению давления. 

Из экспериментальных данных Роуег (36) вытекает, 
ванная почка, так и отсутствие обеих почек вызывает по 
ного давления. При наличии одной здоровой почки 
заторможено. Частичное закрытие почечной артерии 
менное увеличение давления. При длительной гипертон: 
чечный прессорный механизм. 

Прессорные тела возникшие при сдавлении почечной артерии одной почки, 
могут вызвать спазм сосудов другой, здоровой почки, и при длительной 
типертонии приводят к изменениям здоровой цочки характера перйтозсетояк, 

Ренин является протеолитическим ферментом и вырабатывается в тасша 
ета или в клетках, окружающих 9а5 аррететз. Выделяется он в кровь. 
При гипоксии почки количество его резко увеличивается. Ренин прессорно 
неактивен и вызывает конверсию гипертензиногена (я,-глобулина) в гипер- 
тензин. Под влиянием гипертензиногена вначале образуется декапептид-гипер- 
тензин Г (прессорно неактивное вещество), который в свою очередь, при воз- 
действии конверсийного фермента плазмы (сопоегипе епзутг), превращается 
в октапептидгипертензин ЦП. Гипертензин или ангиотонин является полипепти- 
дом, который суживает кровеносные сосуды; гипертензиназа инактивирует 
его. Гипертензиназа является пептидазой. Имеется в почках, поджелудоч- 
ной железе и селезенке. 

В эксперименте Со!АЫан увеличивается концентрация ренина не только 
в почке, но также и в венозной крови сдавленной почки. Это зависит от ано- 
ксии почки. У людей при шоке вероятно также увеличивается концентрация 
ренина в крови вследствие анемии почек. 8 

На основании многочисленных экспериментальных исследований, целью 
которых было вызвать анемию почек, выдвинута гипотеза, что в ОА 
недостаточного снабжения почек кислородом, в почке увеличивается оные 
ство ренина, который, переходя в кровь и активируя гипертензиноген, в 
зывает повышение кровяного давления. ети 

Обнаружен повышенный уровень гипертензина у собак с гипертонией, ей 
ванной анемией одной почки, как и у людей с эссенциальной „акации 
и особенно при злокачественной гипертонии (118). Под влиянием ав 
почки у собак быстро увеличивается количество ренина в крови, однако Е 
том уровень ренина постепенно снижается (140). Другие авторы в течи ой 
тах установили, что количество гипертензина в плазме у собак при остР 
гипертонии снижается, а при хронической — повышается (58). рас- 

Эти противоречивые иногда результаты анализов уменьшают значение тен- 
сматриваемой ферментативной системы в развитии гипертонии. кН в 
зин вероятно играет роль в развитии острой почечной гипертонии» # р 
нам кажется, не имеет значения в поддержании хронической почечной Г! 


что как анемизиро- 
вышение артериаль- 
развитие гипертонии 
вызывает кратковре- 
ти развивается внепо- 
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й гипертонии. При этой последней может 
рессорных тел или же отсутствие анти- 
здоровой почке. 

у тных с экспериментальной почечной ги- 
пертонией, образуется ©ще другой фактор, повышающий кровяное давление 
УЕМ (0450 ежсйот таепа]), находящийся в проксимальных почечных ка- 
нальцах. Антагонистическим действием обладает УМ (газо аергезот тие- 
па), образующийся в печени, селезенке и мышцах. Эти факторы увеличи- 
вают или уменьшают чувствительность мелких кровеносных сосудов к адре- 
налину (ЗВогг и сотрудники). 

Установлено, что УОМ является Фферритином, 
образным депо железа для организма. Коштоянц и Розанова обнаружили при 
гипертонии увеличение сульфгидрильных групп, повышающих чувствитель- 
ность кровеносных сосудов к адреналину. 

Прессорные амины, то есть декарбоксилированные аминокислоты, вызы- 
вают кратковременное увеличение кровяного давления. Они имеются в боль- 
шом количестве в почках и инактивируются аминооксидазами. 

Введение в ишемическую почку Г-диоксифенилаланина (ДОФА) вызы- 
вает резкое повышение давления. В почке эта субстанция превращается 
в Г-диокситирамин, который в результате аноксии не подвергается окисле- 
нию и проникает в кровяное русло. Внутривенное введение этого моноамина 
вызывает у людей и животных острое повышение кровяного давления. 

Симптомы, развивающиеся после введения прессорных аминов, отлича- 
ются от таковых при хронической гипертонии. До настоящего времени не 
удалось обнаружить прессорных аминов у больных с гипертонией. 

Серотонин-5-гидрокситриптамин является прессорным амином, с фар- 
макологическим действием ‚направленным на гладкие мышцы сосудистой стенки 
и слизистую оболочку кишечника. Эта субстанция была выделена из канкро- 
ида тонкого кишечника. 

Увеличение количества 5-гидрокситриптамина в крови вызывает не повы- 
шение давления, а кратковременное падение давления. Резерпин освобож- 
дает 5-гидрокситриптамин в мозгу (54). Эта субстация вероятно оказывает 
влияние на проницаемость и обмен в некоторых клетках нервной системы, 
которые принимают участие в регуляции кровяного давления. Механизм 
действия 5-гидрокситриптамина неясен, тем не менее он играет роль в пато- 
генезе гипертонии. 

Норадреналин, вводимый капельным путем внутривенно, вызывает быст- 
рое повышение систолического и диастолического давления в связи с увели- 
чением периферической резистентности. Введение адреналина вызывает лишь. 
рост систолического давления, без заметных изменений диастолического дав- 
ления. Существует предположение, что эссенциальная гипертония может за- 
висеть от усиленного выделения норадреналина, хотя этому противоречит тот 
факт, что при эссенциальной к выделение норадреналина с мочой 

ченным ь 

м к ри тинертонии увеличивается циркуляция крови в ске- 
летных мышцах, с чем связано уменьшение объема циркулирующей крови 
и уменьшение объема крови, снабжающей голову. Это приводит к наруше- 
ниям механизма гомеостаза. В результате этого увеличивается выделение 
альдостерона, как и норадреналина. Местом действия альдостерона являются 
дистальные почечные канальцы, в которых он вызывает увеличение реабсорб- 

> жкой воды в организме. В физиологических 
ции натрия с последующей задер 
Условиях выделение альдостерона и задержка натрия и воды восстанавли- 
вают нормальный объем крови. В патологических условиях этот механизм 


прессорных тел, которые имеются в 
В анемизированной почке у живо 


который служит свое- 
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шается. При гипертонии удерживается усиленная п 
> А 
В несмотря на нормальный объем крови (54). 
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родук { 
УКЦИЯ аЛЬДость. 
Многочисленные клинические наблюдения и эксперимента: 


НЫЕ 


казывают на значение альдостерона при артериальной гипертонии САНЫе 
ее он, как и дезоксикортикостерон влияет на метаболизм натрия п мы 
— первичном гиперальдостеронизме отмечается гипертония. у с “Лия 


с эссенциальной гипертонией имеется зависимость между содержанием ах 
в пище и величиной гипертонии. Известно также влияние диеты, бедной 
натрием, на величину гипертонии. =. 

Выделение альдостерона с мочой резко повышено в 55°/ случаев тицер- 
тонии разной этиологии (41). Тем не менее считается, что Усиленное выдь_ 
ление альдостерона не является патогенетическим фактором при эссенциаль_ 
ной гипертонии. С другой стороны, из данных некоторых авторов вытекает, 
что усиленному выделению альдостерона обычно сопутствует злокачествен- 
ная гипертония. В большинстве случаев далеко зашедшей гипертонии, как 
и злокачественной гипертонии, наблюдается усиленное выделение альдосте- 
рона с мочой (42, 84). Согласно взглядам многих авторов альдостерон не явля- 
ется причиной гипертонии, а скорее дополнительным фактором в патогенезе 
этого заболевания. 

Альдостерон вызывает перемещение воды в организме из внутриклеточного 
пространства во внеклеточное и частичное замещение внутриклеточного калия 
натрием. 

Имеется корреляция между гипертонией и корой надпочечников. Так 
гипертония имеет место при первичном альдостеронизме. При эссенциальной 
гипертонии, как и при других формах гипертонии, наблюдается усиленное вы- 
деление альдостерона. При гипертонии отмечается увеличение количества 
воды и натрия, и уменьшение количества калия в артериальной стенке и мыш- 
цах. Гипертония является характерным симптомом синдрома Кушинга, 
гипотония — болезни Аддисона. 

Почки при гипертонии играют роль в выделении ренина, кроме того 
они могут влиять на кровяное давление путем инактивации альдостерона. 
При гипертонии могут развиться вторичные изменения в почках, кото- 
рые ухудшают течение этого заболевания, с другой стороны, при забо- 


левании почек, в результате инактивации альдостерона, может развиться 
гипертония. 


Я 





стенки. Как известно, 
общее давление автоматич 


енки и увеличение давления внутри ее там, где они нахо” 
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и 51745 сатоиси 





ро ЛОР-альтостерон-андрогены, вероятно является орел 
ций (143). сокращение сосудов под влиянием прессорных субста 
егуляция 


ь ы й 
стенки. Увелик АЛЬНОГО давления зависит от метаболизма сосудисто 
ы ение межклето 
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тельную реактивность артерий на катехоламины. Норадреналин, снижая кон- 
центрацию калия в клетках, является вторым фактором, влияющим на вза- 
имоотношение натрия и калия. Гипертонию при синдроме Кушинга, альдосте- 
ронизме и при феохромоцитоме можно приписать увеличению количества на- 


трия в клетках, вызванному кортикоидами, и, возможно, потере клеточного 
калия, зависящей от катехоламинов (108). 


ИНФАРКТ МИОКАРДА 


Исследования ферментативной активности сыворотки крови при инфаркте 
миокарда нашли широкое применение в клинической медицине. Они явля- 
ются таким же прогрессом в диагностике инфаркта, как введенное несколько 
десятков лет тому назад электрокардиографическое исследование. 

Анализ ферментов при инфаркте миокарда является ценным дополнением 
в диагностике, особенно в тех случаях инфаркта, когда заболевание протекает 
атипически и электрокардиограмма также является нетипичной. 

Электрокардиограмма может давать некоторые характерные данные при 

массивном инфаркте, поражающем сердечную мышцу во всю ее толщину, 
или же ее наружную часть (субперикардиальную). При инфарктах же внутри- 
миокардиальных, субэндокардиальных, при небольших некротических очагах 
или очагах, локализирующихся в тех местах, где регистрация функциональных 
токов подводит, электрокардиография часто не приносит убздительных дан- 
ных и не оказывает помощи в оценке клинических симптомов. Также и в тех 
случаях, когда электрическая кривая свидетельствует о блокаде пучка, или 
деформации, вызванной перенесенным в прошлом инфаркте, электрокардио- 
грамма может быть нетипичной и трудной для оценки. Наконец, в некоторых 
случаях инфаркта типичная электрокардиограмма появляется лишь через не- 
сколько дней от начала коронарных болей, или формируется постепенно, 
в течение нескольких дней, доставляя большие сомнения при интерпретации. 
Имеются и такие случаи при инфаркте миокарда, когда предыдущее лечение 
(дигиталис) изменило вид электрической кривой, что нередко также затру- 
дняет правильную оценку и приводит к ошибочному диагнозу инфаркта мио- 
карда, которого нет. Следует, однако, признать, что перечисленные труд- 
ности электрокардиографического исследования не уменьшают огромного зна- 
чения этой методики в диагностике инфаркта, и электрокардиография` до на- 
стоящего времени остается безконкурентным методом. 

Определение ферментной активности является превосходным дополнением 
других способов исследования. Изменение ферментной активности является 
одним из ранних объективных доказательств инфаркта миокарда, разумеется 
в сочетании с клинической картиной, и опережает электрокардиографические 
данные. Еще более ранним биохимическим симптомом является повышение 
уровня гистамина в крови и увеличение выделения с мочой 5-гидроксииндол- 
уксусной кислоты. „Ферментологическая диагностика инфаркта“ является 
очень ранней, однако изменения ферментной активности сыворотки явля- 
ются кратковременными, так как они чаще всего связаны с некрозом сердеч- 
ной мышцы или анемией, которая быстро проходит. Повышенная активность 
некоторых ферментов длится несколько дней, других продолжается 7—10 
дней от начала коронарных болей, после чего возвращается к норме. Поэтому 
обычно производится исследование двух или трех ферментов одновременно. 
В зависимости от дня инфаркта, анализ активности одного фермента может 
дать отрицательный результат, тогда, как активность другого может быть 
повышенной. х 
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Чаще всего исследуют активность СОТ, лактатдегидроген 
гексоизомеразы. В раннем периоде инфаркта исследование сот” и фосф. 
усиленную ее активность, но уже через несколько дней активность оказывает 
назы может упасть до нормы, тогда как активность Фосфогексок. аНсами_ 
И лактатдегидрогеназы еще остается повышенной, ЗоМеразы 

Другой отрицательной стороной ферментативного анализа явл 
специфичность. Освобождение ферментов из распадающихся кл 
ется признаком, характерным только для инфаркта, но вст 
других заболеваниях, как например, при гепатитах, нефрь 
патологических состояниях, сопровождающихся клеточны 
при интерпретации данных ферментологического анализ 
наличие в организме других некротических очагов. 

То же самое относится к острой гипоксии. Острая гипоксия, 
непроходимостью венечной артерии, может привести к из 
цаемости клеточных оболочек сердечной мышцы и освобож 
Установлено, что острая гипоксия печеночных клеток, 


еток, 
Речается при 
"тах, или при Других 
м некрозом. Поз" 


а следует и. <КЛЮчить 


Периодический анализ ферментативной активности при инфаркте миокарда 
дает возможность следить за некротическим процессом, его регрессом или на- 


Тем не менее, в некото 


заться полезным в дифференциальном диагнозе с острым панкреатитом, —— 
бодной язвой желудка и так далее, при соответствующем подборе ней 
руемых ферментов. Например, при остром панкреатите усиление сони 
характерным для этого заболевания, и не характерно - ь 

инфаркта миокарда. Зато повышение активности трансаминаз имеет место пр 
обоих заболеваниях. арда 

Среди ферментов, активность которых изменяется при инфаркте миокар 

чаще всего анализируют следующие: е пере 
рансаминазы (аминотрансферазы). Это ферменты, которы огочи- 
носят аминную группу (МН) аминокислоты на кетокислоту. Среди я лено 
сленных трансаминаз клиническое значение имеют две: ря = 
уксусная— аспартат-аминотрансфераза (СОТ) иглутамино-пировиногр 
аланин-аминотрансфераза (@РТ). 


й 
У люде 
саминазы распространены в животном и растительном мире. 
наибольшая ко 


в печени» 
яху лю“ 
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иницЬ 
ед экел- 
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чью, как и фосфатазы 
,. о аа вы ферментов в желчи является высокой, 
щи их : 

большом количестве. в моче, в которой они находятся в не- 
Та Рие, Убе 

ра СОТ в ее Кагиеп (83) в 1954 г сообщили об увеличении актив- 

единиц. У одного 2 мы инфаркте миокарда в границах от 100 до 6000 

после появления болей и активность СОТ, определенная через 3 часа 

= › была еще нормальной Е 
болей равнялась уже 500 Внаи а 


возвращалась к норме в с Повышенная активность трансаминазы 
лучаях о которых пишут авто: 
днями. ры, между 3—6 
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Рис. 39. Активность трансаминазы (СОТ) и фосфогексоизомеразы (ФГИ) при инфаркте 
передней и задней стенки сердца. 


Согласно СЫзазКу и сотрудникам (21, ИВО 
ности СОТ при инфаркте отмечается уже через бузАсовай ДОСЬЕ ВНЕ 
через 24 часа. Эти данные подтвердили многие иностранные авторы, а из поль- 
ОН и Коко (45, 46), бега, Нойнлап и сотрудники (152), Русекочека 
ин нашей клиники в типичных случаях острого а 
миокарда активность СОТ в сыворотке увеличивается уже через б часов, 
достигает максимума через вами тута ры 


к норме на 5—6 день. 
жет я ферментов сыворотки при инфаркте миокарда зависит от 
Менты ‚ве — как следует из экспериментальных исследований на 


животных (82, 93, 2). О том же свидетельствуют клинические ные 
согласно которым, чем выше активность ферментов, тем хуже прогноз и оль- 
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й активности доход : ые 

летальность, которая при высокой ак ид дит. до 50 я , 
ше ии других авторов, активность СОТ у больных, ко› 22 
98). Согласно данны внялась 114 ° Которые 

з инфаркт миокарда, в среднем равнялась 11 единицам, т ыы 
пережили ые умерли от инфаркта — в среднем 212 единиц. Среди ольн 
ных, котор активность фермента равнялась 300 единицам, никто Не Выжи, 
у а личина роста активности ферментов связана с тяжестью ин фак 
а вЕ чая 

остическую оценку случая. р 
и влияет на он клинических наблюдений как и из наших Собственных 
х, 

Из ее оричное увеличение активности ферментов в течен, забой 
А: т: о новом некротическом очаге в с 
вания св 





ердечной МЫШЦе, 
очага инфаркта или о новом инфаркте. Чаще всего 
то есть о расширении 
60т 
т 
ый 50 
100} 
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Норма 














‹те миокарда 
Рис. 40. Повышение активности СОТ при первичном и вторичном инфаркт 
с интервалом в 2 месяца У больного 50 лет. 


оро- 

ИЛЬНЫМИ К 

вторичный рост активности ферментов совпадает с уолыи в данны- 

нарными болями или дополнительными электрокардиограф НИ актив- 
свежие очаги. Если вторичному увелич 


ка дио- 
соответствуют новые боли или новые электрокар. 

то тем не м. 
некротическом очаге. Пе 


ер- 
ости ФеР 
повторные увеличения активн ких 
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№. и 


` миокарда и аутоптическими данными 

у кам, Га ие и тб е\у$ К, в той же сер 
ных и 40% 
диагнозов. 


Как уже было сказано выше, увеличение активности СОТ отмечается 
только в случаях клеточного некроза. Доказательством этого, между прочим, 
служат также экспериментальные данные, полученные на животных, которые 

ь показали, что по мере увеличения концентрации фермента в сыворотке, 
‘уменьшается его концентрация в некротизированной части сердечной мыпщы. 
Это указывает на переход фермента из пораженной сердечной мышцы в сы- 
воротку. Поэтому при острой коронарной недостаточности без инфаркта 


(98, 52). Согласно Орлову и сотрудни- 
ии случаев было 15% ложно отрицатель- 
ложно положительных клиническо-электрокардиографических 
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Рис. 41. СОТ и ФГИ при острой коронарной недостаточности без инфаркта. 


активность СОТ остается нормальной. Тем не менее, в некоторых случаях, 
о- о чем сообщает также ©1131 (48), при острой рен = 
можно иногда обнаружить УВЕЛИ т анны Такие 
г признаков инфаркта, и, особенно, электрокардиог ра боб внес: мел= 
} изменения активности фермента могут свидетельствовать © р. л: 
я ких некротических очагов (так называемых микроинфарктов), не дающих 
ел ческих нарушений. 
И недостаточности, без инфаркта, так и при сте- 
нокардии, отмечается нормальная активность СОТ. а . Ве Зря 
многих авторов, в некоторых случаях длительных ст ой (82 93, 21 >), 
активность ферментов может быть несколько повышенн. › 93, 21, 22). 
Это может свидетельствовать об образующемся инфаркте» ини ое Можег 
зависеть от мелких некротических очагов, которые могут возникнуть в не- 


которых тяжелых случаях стенокардии. 
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Наконец следует напомнить, что кроме некроза, также остра 
может являться причиной освобождения фермента и перехода г г 
5 ) 


ротку крови. На это указывают данные американских авторов ( ЫВо- 

При дифференциальном диагнозе следует иметь в ви 
заболевания: 

При перикардитах может появиться гипертрансаминемия, которая с 
детельствует о некротических изменениях в субперикардиальной ее 
сердечной мышцы. Из 16 больных с перикардитом, в 14 случаях бы, 
СОТ была нормальной, у оставшихся двух больных увеличение вн 
вероятно зависело от сопутствующего поражения печени (82). к 

В некоторых случаях гасйуатйуйта регреиа отмечается 
увеличение СОТ, которое может быть почечного иль 
ния (21, 22). 

При ревматическом панкардите — рапсатйиз тйеитанса — в 50° 6 случаев 
также отмечается увеличение ферментной активности (смотри ниже). 

При компенсированных пороках сердца активность СОТ является нормаль- 
ной. При декомпенсации кровообращения активность ферментов можег 
увеличиваться вследствие повреждения печени, вызванного застоем. 

Легочная эмболия в отдельных случаях может вызвать незначительное 
увеличение активности СОТ. Это имеег место на 4—6 день заболевания, когда 
активность СОТ при инфаркте миокарда уменьшается. 

Значительное увеличение активности СОТ отмечается при остром панкреа- 
тите, при котором одновременно резко увеличивается активность амилазы 
(диастазы), что следует иметь в виду при дифференциальном диагнозе. 

При заболеваниях печени, особенно остром гепатите и токсическом пора- 
жении печени, активность трансаминазы иногда резко повышается, особенно 
СРТ, в отличие от инфаркта миокарда, при котором более значительно по- 
вышается активность СОТ. 

Повышение активности СРТ при инфаркте миокарда встречается лишь 
в случаях большого инфаркта. Иначе протекает также рост ферментативной 
активности сыворотки при гепатитах; так рост активности трансаминазы 
отмечается еще перед увеличением уровня билирубина, и держится на высо- 

ком уровне в течение двух недель и даже больше. я 

Увеличение активности трансаминазы отмечается также при очаговых 
изменениях в мозгу, мышечных травмах (СгизВ-буп@гош) при прогрессивной 

мышечной дистрофии, гангрене, после частых хирургических вмешательств, 

Лактатдегид рогеназа катализирует реакцию перехода пировиногралио 
кислоты в молочную. Она находится в почках, скелетных мышцах, нее 

сердечной мышще, а также в опухолевой ткани. В физиологических я 
активность фермента в среднем равна 440 единицам (200—680 рае 
Убе. Колебания у одного и того же человека доходят до И 

Убе Е и сотрудники (150) в 1955 году обнаружили увеличение т 
ности лактатдегидрогеназы при остром инфаркте миокарда, когда актив де 
©е доходила до 2600 единиц и больше. Активность увеличивалась в ай ис 
2 дней от момента возникновения инфаркта и оставалась высокой при” 

2—6 дней, как и повышенная активность трансаминазы. 4), атак- 
В отличие от данных \/гбЫемз КЁ и сотрудников, Ателие и Ноги (1 ие 
же и другие, установили, что нормализация активности лактатдегидро 
ея. ыы через 1—2 недели, то есть значительно позже, к 
‹ рые авторы считают, что определение активн позднем 
мента дает больше данных, чем анализ СОТ, особенно в более Г ^ 


я е ‹ ивностР 
сотоде инфаркта, то есть между первой и второй неделей, когда акт 
СОТ уже вернулась к норме. 


незначительное 
1 сердечного проесхожде- 
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Увеличение активности лактатдегидрогеназы отмечается после хирурги- 


ческих операций на сердце (оающогонина), как и увеличение активности 
СОТ, которое наступает через 4 часа после операции и держится до 10 дней. 
Из других заболеваний, при которых отмечается повышенная активность 
фермента, следует назвать острые и хронические лейкозы, опухоли, гепатиты, 
прогрессивную мышечную дистрофию. 

Повышения активности фермента не отмечается при коронарной недоста- 
точности, при ревматизме, инфаркте легкого. 

Альдолаза принимает участие в бескислородной фазе обмена глюкозы, 
расщепляя фруктозо-1,6-двуфосфорный эфир (ФДФ), до фосфогли- 
цероальдегида и фосфодиоксиацетона. Она находится главным образом 
в мышечной ткани и печени, но есть также и в других клетках организма. 


ве Активность фермента сыворотки в норме равна 3—8 единицам, в среднем 
р 5,4 единицам. 
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Рис. 42. Активность альдолазы у больного В. З. 50 лет (инфаркт передней стенки). 


При остром инфаркте миокарда активность альдолазы увеличивается 
и достигает своей вершины в течение 12—48 часов, нормализуется на 5 день 
(117, 157). 

Польские авторы (152) наблюдали рост активности альдолазы несколько 
позже, чем трансаминазы (в среднем через 12—24 часа). Эта активность росла 
медленнее и возвращалась к норме на 3 сутки. Активность альдолазы увели- 
чивается до 14—60 единиц, в среднем до 40 единиц. Согласно принятым 
в настоящее время взглядам, определение активности альдолазы при зак 
миокарда является менее чувствительным тестом, чем определение УГ. 
Эта проба иногда ме дать отрицательный результат в тех случаях, при 

величена. 
мы ео -на без инфаркта миокарда активность 
альдолазы остается нормальной. Активность альдолазы повышается, кроме 
того, при остром гепатите и› в меньшей степени, при других хронических 
заболеваниях печени, при раке предстательной железы и многих других 
заболеваниях. 5 

Холинэстераза является ферментом, который разлагает ацетилхолин 
на холин и уксусную кислоту, а также гидролизует холиновые эфиры. Из 
двух видов ферментов, которые имеются в сыворотке, псевдохолинэстераза 





301 











образуется в печени; ее можно обнаружить во всех тканях органу 

мальная величина холинэстеразы в среднем равна 1,190 ммз С 1Зма. Нор- 
1,119 ммз СО,-+=0,153 согласно газометрическому способу В. о 10 есть 
инфаркте миокарда активность холинэстеразы снижается, р При 
мума между 5—7 днями от начала инфаркта (62, 91, 94), после вое МИНи- 
возвращается к норме. Если уровень фермента остается НИЗКИМ бо епенно 
тельное время, то это служит плохим прогностическим симптомом лее дли- 

Трудно объяснить, почему активность фермента при инфаркте О 

снижается. Нешескег и сотрудники считают, что это происходит в ыы окарда 
освобождения из некротической ткани ингибиторов типа гистамин же 


а. Влиян 
оказывает также наступающая после инфаркта гипотония с преобладание 
влияния парасимпатической нервной системы. В 

АрН/час 
в! 
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0 Дни и й 
Рис. 43. Активность холинэстеразы при инфаркте миокарда. 


Активность холинэстеразы снижается также при заболеваниях —овеииьой 
некоторых инфекционных заболеваниях, опухолях, дистрофии и — ве 
Активность холинэстеразы тормозят также некоторые лекарственные 
щества, как хинидин и амид прокаина. 

Уропепсин происходит из главных клеток слизистой оболочки Е 
откуда в количестве 1% он проникает в кровь, а остальные 99% вы: 
в полость желудка. С мочой в течение | часа выделяется 19,6—5 
уропепсина, в среднем 34,8 единиц при определении методикой 


ня уропег 
(бот? 
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Шни заболевания 
Рис. 44. Уропепсин и другие ферменты при инфаркте миокарда (Кедга). 
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Рис. 45. Влияние стресса на выделение пепсиногена. 
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рично увеличивается. Между уровнем уропенсина 
лазы существует параллелизм. При стенокардии УРовень уроны ® Ар 
повышается. "Роеисина нь 
Реакция эта при инфаркте миокарда является выражением 
влиянием стресса происходит раздражение гипоталам 
пофиз — кора надпочечников наступает Раздражение главных клеток 
стой оболочки желудка и усиленное выделение пепсина и соляной т Си. 
Это неспецифическая реакция, не зависящая от распада клеток при ин фи. 
При атрофии слизистой оболочки желудка и отсутствии выделения к 
нет и уропепсина. Так, в двух случаях массивного инфаркта, в ина 
в желудочном содержимом не было соляной кислоты, не обнаружено и ыы 
пепсина. 


и Уровнем С0) 
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о ель пути вы 


ее вот 
150 


100 


50 
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Дни болезни ) 
Рис. 46. Активность глюкозофосфат-изомеразы и СОТ при инфаркте передней стенки 
(ус2коззка, ПП Клиника я 


Внутренних Болезней — Вроцлав, 161). 


лее. 
г Этот фермент находится в печени, мышцах, почках, костях и НЯ 
физиологических условиях активность его равна 8—40 единицам Водай 


ности 
е установлено, что повышение актив 


мерно 





| ——_ ааа 


Повышение активности фермента при инфаркте миокарда может явля- 
ться результатом гипоксии, которая приводит к 


клеточной оболочки и освобождению ф 
ваниями на животных установлено, ч 
ных печеночных клеток. Так, по мере пад 
при отравлении четыреххлористым угл 
глюкозофосфат-изомеразы в сыворотке. 


Активность фермента увеличивается при инфекционном гепатите, механи- 
ческой желтухе и при метастазах опухолей. 


м. Серотонин. В связи с образованием тромба и распадом тромбоцитов осво- 
бождается 5-окситриптамин (серотонин), 405%, которого выделяется с мочой 
в виде 5-оксииндолуксусной кислоты (НТА). 

АпвеНто и сотрудники (3) применили 
для определения 5-оксииндолуксусной к 
ь миокарда, и обнаружили увеличенное выделение ее с мочой. В физиологи- 
Е ческих условиях с мочой выделяется от 
ь тогда, как при инфаркте миокарда это количество увеличивалось от 900 у/ 
[100 мл до 3000 ;/100 мл. В некоторых случаях увеличенное выделение 
5-оксииндолуксусной кислоты с мочой отмечалось сразу же после начала 
болей, когда ферменты сыворотки крови не обнаруживали еще отклонения 
от нормы, а ЭКГ показывала лишь признаки ишемии. В случаях клинически 
выраженного прогресса некротических изменений, уровень 5-оксииндол- 
уксусной кислоты оставался повышенным. У больных же с благоприятным 
течением заболевания уровень этой кислоты снижался до нормы в течение 
48—72 часов. В случаях увеличения очага некроза в виду прогрессирующего 
некроза, отмечались повторные увеличения уровня кислоты. 

Эта проба не является специфической, так как усиленное выделение 
5-оксииндолуксусной кислоты с мочой отмечалось при карциноидах, неко- 
торых энцефалопатиях; тромбозах, легочных эмболиях, приступах брон- 
хиальной астмы, и даже после введения резерпина и употребления в пищу 
бананов. 

Гистамин. Увеличение уровня гистамина в крови при инфарктах мио- 
карда отмечается уже в первые часы после появления болей (133, 135, 137). 
Уровень гистамина увеличивается в течение первого часа от начала болей, 
иногда даже через 30 минут, и достигает вершины через 3 часа, после чего 
постепенно снижается, достигая нормальных значений к 9 дню. Иногда 
уровень гистамина держится на максимальных цифрах в течение 12 часов. 
В случаях, которые кончаются летально в первые дни инфаркта (инфаркт 
с шоком), повышенный уровень гистамина не снижается и достигает макси- 

и смертью. 
“В Зона вистанеийинЫ, активность СОТ начинает нарастать через 
6 часов от начала болей и длится 4 дня, достигая нормального уровня на 4—7 
день. Даже активность глюкозофосфат-изомеразы, уровень которой на- 
и чинает расти через 3 часа после появления болей, опаздывает по сравнению 
с ростом уровня гистамина. Между че Уроння Сонни рези 
= ферментов, ный аиратИ без инфаркта миокарда отме- 

а овня гистамина в крови, в зависимости 
чается незначительное повышение ур 

> овня гистамина в крови можно обнару- 
от болей. Небольшое увеличение уров» а] в периоде корон: 
жить у больных с симптомами тяжелой стенокардии риоде коронарных 
болей. 

а по-разному объяснять увеличение вы ен в крови при 
инфаркте миокарда. Считается, что в первые три часа после начала инфаркта, 
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резкий рост гистамина в крови может быть вызван болевым шоком у 
й гипоксией. Эти факторы вызывают освобождение гистамина. же острой 
| мина может оставаться высоким и позже, после 3 часов, но не таким ы ыы 
как раньше, что вызвано освобождением гистамина из распавитихся и 
а также расстройствами окисления с последующими на #= 
лизма гистамина. 
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чившемся 
Тьс. 47. Изменение содержания гистамина в крови при инфаркте миокарда» акр 
выздоровлением (Е. $2с2еКкИК, ]. Напо, А. ]ашаКоута и сотруднт 






да 
И та миокар, 
| В последнее время в ферментативную диагностику сны специфи- 


введено исследование креатинкиназы. Креатинкиназа ак условиях 
ческим ферментом поперечно-полосатых мьйщц. В физиологиче ится на гр8- 
она имеется в сыворотке в количествах, которые иногда наход 
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це определения. Верхняя граница нормы в сыворотке крови ` 

1 ы Е 

27 и„М/мин. на 1000 мл при 37°С. рык 

Пр и инфаркте миокарда отмечается рост ВАО т ент: з ыы 

игающий максим: величины х 

в от начала заболевания, дост: Е 

ре часов. Через 3—4 дня активность фермента и а < 
Так, увеличение активности креатинкиназы наступает почти один: 
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Гистамин 8 у/мп 
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Рис. 48. Изменение содержания гистамина в крови при инфаркте миокарда со смертельным. 
исходом (Е. З2с2екИкК, ]. Напо, А. Ташако\уа).1 


с увеличением активности СОТ, однако раньше возвращается к норме. Иссле- 
дование активности креатинкиназы не дает специальных данных в Равнение 
с определением СОТ, и лишь при инфаркте легкого может иметь диф ферен- 
циально-диагностическое значение. При инфаркте легкого уровень ее не 
повышается, тогда как активность СОТ увеличивается. При стенока 
количество креатинкиназы остается в норме. рдии 
Увеличение активности креатинкиназы имеет место при 


- прогрес 
мышечной дистрофии и полимиозите (158, 159, 16 рогрессивной 


о). 
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Таблица 12 
































Активность (величина) Причины из. 
ф 1 ] менения акти- 
приинфаркте| начало - нормали- | вности (вели_ 
НОРМАЛЬНАЯ | „иокарда | роста | В°РШИна зация | мы 
сот 22е » 300е. 6Ь 24 | 3—6 дней некроз 
(5—40е.) 
Альдолаза (3—8е.) (14—560е.) | 12—24В | 24—48 | 3—5 дней некроз 
в среднем | в среднем 
58; 40е. 
Лактатдеги- 440е. » 2600е. 48В — 17—14 дней | некроз 
дрогеназа (200—580е.) 
Фосфогексо-| 88—40. в среднем Зв 24В 6—12 дней | некроз гипо- 
изомераза 100г ксия сердеч- 
(50—200.) ной мышцы 
Холестери- 1,119 смз — — 5—7 дней — ингибиция из 
‘наза со, мини- некротичес- 
мальное ких тканей 
количес. 
`Уропепсин 34,8 ед/ч. | 2—5-крат- | 24—72. — 9 дней стресс 
19,6—50 ‘ное увели- 
ед/час чение 
Тистамин 0,045 у/|мл У 0,42 30—60” 3—12ь |9 дней стресс 
0,032— у/мл некроз 
0,050 у/мл 
Метаболиты | 200—500 | 900—3000 в первые — 48—72 освобождение 
серотонина 97/100 смз 71100 смз | минуты часов из тромбоци- 
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ЗАБОЛЕВАНИЯ ОРГАНОВ ПИЩЕВАРЕНИЯ 
КОКМЕЕ, С1ВИМ$КТ 


ЖЕЛУДОК 





м 
Пепсин является одним из наиболее хорошо изученных ферментов. И 


давно пользуются для диагностических и лечебных целей. В терапевтических 
целях он применяется и в настоящее время, зато обычного определения И 
ности пепсина в желудочном соке аййдио то4о в настоящее время Бот, 
‘уже нигде не производят. Известны многочисленные методы, которые раныш 

применялись для качественного и количественного определения пепсина 
{а также „сычужного фермента“) в желудочном соке, полученном при и. 
ровании. При отсутствии этих ферментов считали, что имеется атрофи 


310 














слизистой оболочки желудка. Тем не менее интерес к этому ферменту ; 
а его практическое использование приняло другие формы. — Е 

Считается, что определяемый в моче уропепсиноген является частью 
(около 1%) выделяемого в желудок главными клетками слизистой оболочки 
его прекурсора — пепсина. Этот небольшой процент попадает в кровь, откуда 
выделяется с мочой. Наблюдение за выделением уропепсиногена не причи- 
няет больным никакого неудобства, чего нельзя сказать о зондировании 
желудка. Кроме того, этот способ позволяет довольно длительно и часто 
проверять изменения уровня фермента. И действительно установлено, что 
количество уропепсиногена в моче увеличивается после приема пищи, при 
состояниях, связанных с усиленной желудочной секрецией (повьшшенная 
кислотность, язвенная болезнь) и уменьшается при атрофии слизистой обо- 
лочки желудка или после резекции желудка. Однако не следует упрощать 
выводов о состоянии выделительной функции желудка путем определения 
уропепсиногена. Следует иметь в виду, что само проникновение фермента 
в кровь может изменяться независимо от выделения его в желудке. Оконча- 
тельно не выяснено, связано ли увеличение количества уропепсиногена 
в моче после применения кортикостероидов с более обильным выделением 
пепсиногена в желудке. Установлено также, что увеличение выделения уро- 
пепсиногена имеет место при некоторых стрессовых состояниях вероятно 
в зависимости от эндогенных стероидов. Поэтому необходимо с осторож- 
ностью интерпретировать результаты при патологических состояниях, про- 
текающих с шоком, таких, например, как прободная язва желудка или двенад- 
цатиперстной кишки, массивное внутреннее кровотечение и другие. Следует 
также помнить, что выделение уропепсиногена с мочой зависит и от состояния 
почек и диуреза. Наконец, при некоторых заболеваниях может проявиться 
сильная протеолитическая активность мочи, специфически или неспецифи- 
чески тормозящая уропепсиноген. 

Все это до определенной степени объясняет разнообразие результатов, 
которые получили различные авторы, стараясь использовать анализ уропеиси- 
ногена в гастрологической диагностике. 

Случается иногда, что выделение соляной кислоты уменьшается без атрофии 
слизистой оболочки желудка. В этих случаях желудочный сок может содер- 
жать пепсиноген. Зато полное отсутствие пепсиногена в желудке встречается 
только при очень тяжелых заболеваниях этого органа, приводящих к атрофии 
его слизистой оболочки. Таким образом, отсутствие пепсиногена может 
являться более чувствительным показателем атрофии слизистой оболочки 
желудка, чем ахилия. Пол века тому назад для определения активности пепси- 
на пользовались целым рядом способов, как качественных, так и количествен- 
ных, основанных на переваривании желудочным соком фибрина, куриного 
белка, казеина и др. белков (125). В настоящее время эти способы имеют 
лишь историческое значение. Интерес же к уропепсиногену в диагностических 
целях все еще остается живым (16, 17, 32, 38, 62, 74), хотя этот фермент 
известен. более, чем сто лет. 

В клинической практике, как известно, © функции слизистой оболочки 
желудка или атрофии ее обычно судят по определению кислотности получен- 
ного зондом желудочного сока. Хотя это две разные выделительные функции, 
лечение 4. оо 

> уропепсиногена 
в моче. В то время, как одни считают, что имеется соответствие между кислот- 
ностью желудочного сока и выделением уропепсиногена (62), другие подчер- 


кивают, что такого параллелизма не существует ни у здо 
ных (32). р. У здоровых, ни у боль- 
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Существует убеждение, что в тех случаях, в которых по 
невозможно произвести зондирования желудка, исследование Уропепа Нам 
может заменить определение кислотности желудочного сока, а от ноте 
уропепсиногена может свидетельствовать об атрофии слизистой об. и 
желудка и обычно сочетается с ахилией. Повышенная кислотность нь 
ного сока при повышенной пепсинной активности мочи встречаетс, к 
часто, хотя такой параллелизм и имеет место. Я Менее 

Попытки диагностического использования пробы на уропепсиноген п 
однако, дальше, в направлении диагностики язвенной болезни и 
циальной диагностики ее с раком желудка. Основанием для такой диагностики 
явилось представление о роли повышенной кислотности и усиленной ПИЩе- 
варительной функции желудочного сока в развитии язвы, особенно в двенад- 
цатиперстной кишке. Некоторые авторы сообщают, что в 90% случаев язвен- 
ной болезни с локализацией в двенадцатиперстной кишке активность уропенси- 
на была более высокой, чем в норме, в то время, как примерно у 90% больных 
с раком желудка отмечается снижение активности уропепсина в моче (17, 38, 
62). К сожалению эти различия стираются при язве желудка, где эта проблема 
является особенно важной (17, 38, 122). В этой области дифференциальный 
диагноз до настоящего времени основывается на рентгено- и эндоскопи- 
ческих данных, и поэтому значение уропепсиновой пробы для повседневной 
клинической практики с этой точки зрения следует считать сомнительным. 

Она может иметь значение лишь в отдельных случаях. В качестве такого 


Разным причт 


Шли, 
дифферен- 


` исключительного обстоятельства предложено использование этого теста 


в случаях кровотечений из верхнего отдела желудочно-кишечного тракта 
неизвестной этиологии. Каждый клиницист хорошо знаком с таким поло- 
жением вещей, когда состояние больного еще не позволяет производить 
исследований с целью установления источника кровотечения, когда не только 
нет возможностей уточнения диагноза, а имеются колебания в отношении 
выбора способа лечения, терапевтического или хирургического. В этих усло- 
виях простая проба, которая бы указывала на значительную разницу между 
язвенной болезнью и раком желудка, могла бы помочь в решении вопроса (122). 

Связь, которая существует между уропепсиногеном и выделением слизи- 
стой оболочки желудка, с язвенной болезнью, неожиданно выявила еще 
и другую проблематику. Уже ряд лет клинические наблюдения указывают 
на ульцерогенную опасность кортикотерапии. Это ульцерогенное действие 
приписывают усиленной желудочной секреции под влиянием АКТГ или 
самих глюкокортикоидов, и тем самым усиленной переваривающей актив” 
ности желудочного сока. На собаках после гастрэктомии показано, что пепси- 
ноген крови имеет желудочное происхождение, и что однократное введение 
АКТГ вызывает увеличение его в плазме на 14—49%. Такой реакции в 
наблюдается при хронической недостаточности надпочечников. Отсюда 
возникло предложение определения пепсиногена как показателя функцио- 
нального состояния коры надпочечников (16, 70, 140, 141). Ясно, что 
доступности материала для анализа, прежде всего переключились на арий 
синоген в моче. А посколько известно, что раздражение системы эй 
-кора надпочечников имеет место при различных „стрессовых“ ситуац ах 
уропепсиногенная проба в свою очередь нашла применение при родня ия 
венечных сосудов, для дифференциальной диагностики инфаркта не и 
от стенокардии без инфаркта (67, 71). Это использование уропепсиновой ГР а 
представлено в другой главе, здесь мы только напоминаем о ней, так как 
связана с физиологией и патологией желудка. 

Представленный здесь комплекс зависимости „стрессов“ (безраз. 
тологических, или являющихся отображением напора ежедневно 


лично, па” 
й жизнеи- 
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ной ситуации на отдельного человека) О: ©. ф г 
В збуждения 

> системы гипофиз 

адпочечники, желудочной секреции и переваривающей функции желудка 


с патологическими проявлениями в 

примером богатой проблематики, т о 
патологию, диагностику, терапию и профилактику, а кие вносит в общую 
связь между гормонами и ферментами, то есть ие а дно иллюстрирует 
дуцирующей системами. Представленный в урона и про- 
можно не дает полного представления о богатстве роли де вопрос воз- 
здесь решения. Так, например, простой эксперимент а, которые ждут 
сомнение утверждение, что увеличение переваривающей и взять под. 
дочного сока, и следующая за этим опасность возникновения ее желу- 
язвы, а может быть и рост пепсинной активности в крови и мы — 
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Рис. 49. Исчезновение слизи из желудочного сока в присутствии преднизолона. Первая 
пробирка слева перед инкубацией, вторая — через час, третья через 2 часа инкубации 
с преднизолоном, четвертая — через 2 часа инкубации без преднизолона. 


следствием экскреторного раздражения слизистой оболочки желудка глюко- 
кортикоидами. Не отрицая и этой возможности, нам удалось установить, что 
при прибавлении глюкокортикоидов к желудочному соку т уйго количество 
остаточного'азота после часовой инкубации увеличивается в сравнении с кон- 
трольной пробой, а количество белка и слизи заметно уменьшается (91). 

. Таким образом дело заключается не в усиленной секреции, так как материал 
ш Уго не имел контакта со слизистой оболочкой желудка, а в активации его 
гормоном, что приводит к усилению протеолиза и уменьшению количества 


слизи. Общепринято считать, что муцин совершенно не поддается воздей- 
ствию пепсина и защищает желудочную стенку от переваривающего действия 
няли его кислотностью. Однако 


сока. Устойчивость муцина к пепсину объяс 

этот вопросокончательно не разрешен. "Трудно себе представить, чтобы муцинне 
обладал возможностью регенерации на месте. Таким образом из наших экспе- 
риментов следует сделать практический вывод, что если речь идет о желудоч- 
ных осложнениях, то безопаснее проводить кортикотерапию парентерально, 
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для того чтобы не допустить повышения активности гормона 
соке. 

Приведенный выше пример служит доказательством того, что 
функция желудка, хотя известна давно, таит в себе еще много 
просов, изучение которых может иметь практическое значение. 
что в настоящее время использование ее в клинической практ 
еще недостаточным. 

Среди других ферментов, которые пытались использовать в гастрологи- 
ческой практике, назовем амилазу. В основном, это фермент поджелудочной 
железы и используется в диагностике заболеваний этого органа. Известно 
практическое значение исследования этого фермента, особенно при острых 
заболеваниях поджелудочной железы. Известно также, что поджелудочная 
железа легко реагирует на заболевания соседних органов, что может вызвать 
расстройства в ее экскреторной функции. В этих случаях источником увели- 
ченного количества амилазы является сама поджелудочная железа. Известно, 
однако, что источником амилазы является не только поджелудочная железа, 
и что она имеется, хотя и в небольших количествах, в слюне и желудочном 
соке. Поэтому в некоторых случаях прободной язвы желудка, например, 
вытекающее в брюшную полость желудочное содержимое может являться 
источником повышенного уровня амилазы в крови. Данные на большом мате- 
риале, а именно тысячи больных с прободной язвой желудка, указывают, что это 
явление имеет место в 16% случаев (120, 121). Знакомство с этим фактом 
очень полезно, так как в случае „острого живота“, при обоснованном подо- 
зрении прободения язвы, повышенная активность амилазы в крови не обя- 
зывает нас к изменению диагноза в пользу острого панкреатита. Решение этого 
вопроса имеет огромное практическое значение, так как от него зависит выбор 
метода лечения — консервативного или экстренного хирургического. Повы- 
шенная активность амилазы в крови, если только помнить, что источником ее 
может быть прободная язва желудка с всасыванием излившегося в брюшную 
полость содержимого, не заставит нас воздержаться от экстренной операции 
у больного с типичным язвенным анамнезом и острыми брюшными симпто- 
мами. 

Здесь следовало бы остановиться также на пробах определения лактатде- 
гидрогеназы в желудочном соке для диагностики рака желудка. Принцип 
этого способа вытекает из наблюдения, что опухолевые клетки особенно бо- 
гаты этим ферментом. Это является как бы продолжением предложенного 
УУтбЫез исследования экссудатов в отношении их опухолевого проис- 
хождения. Экссудат, оставаясь в контакте с опухолевыми клетками, отли- 
чается особенно высокой активностью лактатдегидрогеназы. У больных с ра- 
ком желудка такого роста активности этого фермента в желудочном соке не 
отмечается. Но во всяком случае активность этого фермента в желудочном 
соке превышает активность его в сыворотке крови (127). Однако правы те 
авторы, которые считают, что результат анализа желудочного сока зависит 
от слишком большого количества побочных факторов, как РН, примесь крови 
или слюны и так далее, а результаты, полученные у раковых больных слиш” 
ком мало отличаются от результатов, полученных у больных, не страдавших 
раком, чтобы эта проба могла иметь диагностическое значение (77). 

заключении следовало бы посвятить несколько слов также ферментатив- 
ному процессу образования соляной кислоты в желудке. В общих словах 
принцип процесса заключается в том, что обкладочные клетки богаты анги” 
дридом угольной кислоты, который, под влиянием карбоангидразы (болыш в 
количество которой имеется в этих клетках) превращается в угольную К 5 
<слоту. Последняя сразу же диссоциирует. Ионы водорода вместе с ионам! 
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хлора немедленно переходят в экскрет, тогда, как угольные анионы возвра- 
щаются в кровь и там занимают место хлорных. Благодаря тому, что мы имеем 
в руках ингибиторы карбоангидразы, мы можем препятствовать образованию 


соляной кислоты, что и используется в терапии (39) и о чем речь будет в соот- 
ветствующей главе. 


ПЕЧЕНЬ 


Несмотря на то, что в гастроэнтерологии ферменты желудка и поджелудоч- 
ной железы были изучены раньше всего и издавна используются как с диагно- 
стической, так и с терапевтической целью, то однако наибольший успех пере- 
живает сейчас ферментология, связанная с печенью. Чтобы полностью понять, 
в чем сегодня заключается значение ферментных анализов при заболеваниях 

ь печени, следует задуматься, на чем основывалась диагностика печеночной 
У, патологии вчера. Как наши сведения о печеночной паренхиме, так и диагно- 
стика этих процессов, формировались постепенно и с большим трудом. 

Наши представления о наиболее частых заболеваниях печеночной парен- 
химы были туманными, а этиология их неизвестна. Достаточно вспомнить 
хотя бы названия 1сегиз этфех или 14егиз саитрайх. Также и наша диаг- 
ностика не имела твердой основы. Анамнез и полное физикальное исследо- 
вание могли дать только ориентировочные данные. Главный диагностический 
симптом „желтуха паренхиматозного типа“ по существу непосредственно не 
связан с основным патологическим процессом, ни с патогенетическим фактором. 
В настоящее время известно, что многие случаи гепатита, особенно у детей, 
могут протекать бессимптомно. С другой стороны, так называемые печеноч- 
ные пробы являются совершенно неспецифическими, а нередко, даже в ос- 
тром периоде заболевания, при тяжелом состоянии больного, бывают отри- 
цательными. Они являются не столько признаком поражения печеночной па- 
ренхимы, сколько поражения точно определенных узких метаболических 
функций. 

Лишь последние годы принесли в этой области определенный и болышой 
прогресс: 1) установлено, что наиболее частой причиной гепатита являются 
вирусы; 2) созданы и распространены безопасные методы макроскопического 
и микроскопического прижизненного исследования печени (перитонеоскопия, 
пункция печени); 3) разработаны ферментологические методы, доказыва- 
ющие поражение самих печеночных клеток. 

Из экспериментальных данных следует, что поражение печени четыреххло- 
ристым углеродом, приводящее к некрозу печеночных клеток, одновременно 
вызывает повьииение в крови активности разных ферментов, имееющихся 
в печеночных клетках. Такое же соотношение между некрозом печеночных 
клеток и увеличением в крови уровня освобождаемых из них ферментов, 
удалось обнаружить у мышек, которые были заражены вирусом гепатита. 
Таким образом, явление, описанное первоначально у больных вирусным гепа- 
титом, оказалось связанным не с этиологическим фактором, а с последствием 
его воздействия, то есть с поражением печеночных клеток. Клинические на- 
блюдения очень быстро принесли доказательства того, что действительно 
увеличение активности соответствующих ферментов в крови имеет место при 
Различных заболеваниях печени, таких, как гепатит, цирроз печени; кроме 
Того отмечено повышение активности ферментов при инфекционном моно- 
нуклеозе, после применения некоторых лекарственных веществ, как хлор- 
промазин, производные дикумарола, ипрониазид, морфий, салицилаты. Кро- 
ме указанного выше четыреххлористого углерода, такие яды, как свинец, 
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алкоголь, действуют таким же образом 
опухоли печени, механические т з 


действ 

которые могут сопутствовать оны с» и наконец, к Чественну, 
механической келту че. “» 
ЖИЛЫЕ ту Или веновн оРАжЖения, 
ри этом положении вещей пришлось ав, ам 

активности ферментов печеночного происхождения что УВеличение вк 

результатом некроза печеночных клеток, а НЫ ИВЛЯеТСЯ обяз тель 
гими факторами. Некоторые авторы считают (129) ы порождения их Ре 
татом увеличенной проницаемости клеточной обо Е, а является р Зуд. 
ментативные пробы являются наиболее чувствительны, Этом аспекте рер- 
вреждения структуры — а не функции — печеночных клео аТОРами го 

После вышесказанного можно понять разницу между = нае (3, 79, 84). 
получают при помощи ферментных анализов и так называемых ве 
проб“. Первые говорят о нарушении целостности клетки, Ки ОЧНЫХ 
щениях происходящих в них метаболических процессов. Это ео» о 
занные непосредственно другс другом и могут проявляться вместе или мы р 
Иногда при повреждении клеточной структуры некоторые ферменты, а 


клеток зарубцевались, а новые не образуются), фер 
из печеночных клеток в кровь, 
ав то же время отдельные 


могут все еще происходить неправильно и результаты печеночных проб еще 
долго, а может быть и постоянно, будут положительными. Нам кажется, что 
такое объяснение может служить ответом на недоразумение, которое часто 
слышится в вопросе: „Являются ли ферментные пробы лучшими, чем пече- 
ночные пробы?“ 

Возникает вопрос, какие из ферментов имеются в достаточном количестве 
в жидкой фазе печеночной клетки и могут быть использованы с диагности- 
ческой целью в выше приведенном смысле? Так как известно, что этих фер- 
ментов много, то возникает второй вопрос, какой из них следует выбрать — 
стандартных диагностических анализов? Постараемся осветить эти вопрос 
согласно нашим представлениям. : ы 

Приводим еж Че Ви1$ и сотр. (119) чаще всего ото 
тов, величины их в норме и при остром вирусном гепатите. В 5 а ых 
внесли одну поправку в пункте 21, а также дополнили подиообрнивьнй 
аминаз, дописывая величины в единицах, так как этот спосс р И 
более популярным, чем приведение данных в шЕа образовавш 
лита. ‹оторые до 
Следует заметить, что в таблице не приведены все оо 0т- 
настоящего времени уже послужили предметом © ее шкалы по- 
четливая граница между нормой и патологией и большо ыыы уверенности 
казателей активности фермента при патологии дает гар т патологичес- 
в правильности интерпретации и возможность оценки г] лв ечисленным фер- 
кого процесса. Произведя с этой точки зрения зай = в плазме не ыы 
ментам следовало бы опустить те из них, активность ко адеы фтся такие 
личается отчетливо при патологии. Тогда на первый иен оофотексо- 
ферменты, как трансаминазы (аминотрансферазь), о нок 
изомераза, сорбитолдегидрогеназа, [о порнот вы 
даза. Почти все эти ферменты не являются снециф аи вую #7 
есть имеются и в других тканях, поэтому при поврежд ‘чивается. Нельзя 7 
тканей активность этих ферментов в крови также увели 
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Таблица 13 


Сравнение активности некоторых ферментов при гепатитах (по Ое Ви) 




















Пн. Фермент Норма Инфекцион- 
ный гепатит 
| 
1. | Альдолаза (мм? дифосфофруктозы, расщепленной | 
1 мл сыворотки [60^) | 3—8 25—108 
2. | Глюкозофосфатизомераза (ммз 6 фосфоглюкозы, пре- 
вращенной в фосфофруктозу 1 мл сыворотки/60” 74—121 624—4660 
3. | СРТ (М щавелевоуксусной кислоты образованной 
1 мл сыворотки /15/) | 0,15—0,41 | 1,70—18,9 
единиц | 8—50 100—1100 
4. | СРТ („М пировиноградной кислоты, образованной 
1 мл плазмы /15°) 0,11—0,36 | 2,95—37,26 
единиц |  8—50 100—8000 
5. | Фумаратгидратаза (единицы/мл) | 1 0—100 
6. | Фосфоглюкомутаза („М 1-фосфоглюкозы, превра- ] 
щенной в 6 фосфоглюкозу 1 мл плазмы 160”) 0,1 0,7—10 
7. | Глицеральдегидфосфат-дегидрогеназа (единицы/мл 
плазмы) 0,01—0,44 | 0,34—4,05 
8. | Фосфопируват-гидратаза (единицы Васвег) 0,01—0,33 | 0,27—2,46 
9. | Глицерофосфатдегидрогеназа (изменение оптической 
плотности) 0,05—0,21 | 0,10—2,20 
10. | Малатдегидрогеназа (изменение оптической плотности) 1,05—2,63 | 2,82—14,5 
11. | Лактатдегидрогеназа (изменение оптической плотности) 2,0 —4,93 | 0,81—25,9 
12. | Изоцитратдегидрогеназа (изменение оптической пло- ь 
тности) 0,01—0,36 | 0,35—8,50 
13. | Дегидрогеназа алкоголя (изменение оптической пло- 
тности) 0,01 0,01—2,17 
14. | Хининоксидаза (единицы) 0 6—50 
15. | АТФ-аза (иг Ф, освобожденного 1 мл плазмы /2 часа) 12—40 14—75 
16. | Сорбитолдегидрогеназа (единицы) 1 14—178 
17. | Фруктозомонофосфат-альдолаза (единицы) 0,5 —2,8 10—60 
18. | Лейцин-аминопептидаза 0,98 0,04 | 79,528 
19. | Глюкозо-6-фосфатаза (единицы) = 20 109—256 
20. | Глутатионредуктаза (единицы) 10—70 71—200 
21. | Орнитинкарбамоил-трансфераза иг М аммиака 0—3 3—12 


тому удивляться тенденции к отысканию такого фермента, который удовле- 
творял бы всем выше перечисленным условиям, и в то же время являлся бы 
специфическим для печени. Специфическими считаются фруктозомонофос- 
фатальдолаза, орнитинкарбамоил-трансфераза, изоцитратдегидрогеназа, сор- 
битолдегидрогеназа, хининоксидаза. Большинство из них, однако, отлича- 
ется меньшим различием между нормой и патологией, и прежде всего значи- 
тельно меньшей шкалой колебаний патологических данных, чем первая р в 
указанных ферментов. Больше того, например, проба на „хининоксидазу“, ко- 
торая считалась очень специфической для заболеваний печени, на материале 
нашей клиники, а также и других авторов (89, 15, 83), вообще оказалась 
14 ферментативной пробой, а еще одной пробой денатурации белка (табл. 


Имеется еще третий, очень важный критерий, помогающий решить вопрос 
© практической пригодности пробы, а именно, частота положительных резуль- 
татов при данном заболевании. Значение ее будет очень велико, если в каж- 
дом случае данного заболевания результат будет положительным, и очень 
невелико, если будет, например, 20% положительных результатов. Согласно 
сравнительным результатам нашей клиники, глутаминовиноградная трансами- 
наза отвечает этому условию, и в 100% случаев в остром периоде гепатита 
Дает положительные результаты. Почти такой же процент положительных 
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результатов давала нам глутаминщавелевоуксусная трансаминаза, Дифоа 
фруктозоальдолаза, а также лактатдегидрогеназа (45). 

Все эти ферменты неспецифичны для печени. Зато карбамоилорнитин_х 
фераза, на которую, как специфическую, мы возлагали большие надеж 
давала нам положительные результаты лишь в 1/3 случаев гепатита 0 
а разница между физиологическими и патологическими величинами б 
очень незначительной (смотри табл. 14 и рис. 50). Кроме того эта проба, про 
водимая микродиффузионным способом, поглощает гораздо больше ыы 
(табл. 15), чем определение, например, трансаминазы. Сорбитолдегидрогь” 
наза, хотя и специфическая, очень мало чувствительна (34). Таким образом 
мы снова встречаемся с противоречиями между отдельными критериями при 
выборе наиболее соответствующей ферментной пробы. 

В результате приведенных рассуждений мы приходим к ВЫВОДУ, что при 
заболеваниях печени с диагностической целью следует производить опреде- 
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12 | 81| 47 6 | => 
141 6 76 | 64 4 7 
150 | 260 | 70 | 1000 | 2800 


Таблица взята из работы $. МоуаК (89). В ней приведены сравнительные данные опреде 
Ваег (А), соответствующие спектрофотометрические данные, когда вместо раствора хло 
ния результаты определения $СРТ (В). 


ление СОТ и СРТ (46). Первая дает большой диапазон положительных 
результатов и безусловную положительность результатов, другая позволяег 
увеличить специфичность пробы в отношении печени, путем определения 
взаимоотношения этих двух трансаминаз (смотри страницу 321). Очень важно 
приобрести достаточный опыт как в постановке, так и в интерпретации пробы. 
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Е  тсд 
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‚сном 
„Рис. 50. Кривая активности орнитинкарбамоил-трансферазы и трансаминаз при вирУС° 
гепатите (5. Моууак, 90). 
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т оеромеочиещини 


Если по тому или другому поводу в данной лабо 
честве стандартного анализа определение другого 
фосфат-изомеразы или одной из альдолаз, 
результаты этой пробы, особенно в сопоставлении с другими исследованиями 
и симптомами заболевания, может быть одинаково полезным. 

Пе В! еще в 1956 г (113, 116) ввел понятие „плазмо-ферментативного 
комплекса тканевого некроза при гепатите“, в которое входит одновременное 
определение альдолаз, глюкозофосфат-изомеразы, сорбитолдегидрогеназы 
и изоцитратдегидрогеназы. Этот комплекс автор считает особенно полезным 
ввиду его органной специфичности. Другие авторы (99) пользуются термином 
„ферментный спектр“. 

Разные авторы предлагали разные „ферментные констеляции“ с целью. 
увеличения точности ферментативной диагностики, 


и в настоящее время 
существует убеждение, что будущее ее лежит в разработке таких констеляций, 


ратории удобней ввести в ка- 
фермента, например глюкозо- 
то умение правильно оценивать 
































ца 14 
СР УВ | 72, | В$ 2; | нс РС АЕ 05) ОЕ А$ 
23 —19 60 32 61 55 3 0 128 73 36 
30 —8 47 | 41 60 52 10 —9 133 49 40 
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ления активности „хининоксидазы“ в сыворотке в спектрофотометрических единицах 
ристоводородного хинина к сыворотке прибавлена дистиллирована вода (Б), и, для сравне- 


которые, будучи характерными для каждого органа, а может быть даже и за- 
болевания, позволили бы ставить правильно диагноз. Определенным отобра- 
жением этих тенденций является введение понятия „органо-плазменной 
биопсии“ (33), или „биохимической биопсии“ (119), которая в биохимической 


форме могла бы быть эквивалентом гистопатологических диагностических. 
критериев. 








Таблица 15 
| ЗОР Е ЕАО 
Реакция положительная 100% 33% 
Результаты превышают норму до 100х до 4х 
Длительность определения® 1,5 часа 26 часов 


* Колориметрический метод для ЗСРТ и микродиффузионный для К.О.Т. 


Мы относимся к этой концепции с болышим сомнением. Так же относится. 
К этому вопросу Зтив (132, 133). Действительно результаты нескольких проб. 
могут дать нам большую уверенность, чем одна проба. Но если эти результаты 
будут очень разноречивыми, не послужат ли они источником сомнения и блуж- 
дания в бездорожьи диагностики? Такого рода положение мы уже раз пере- 
жили в периоде разработки так называемых печеночных проб. К общеприня- 
тым вначале пробам Таката-Ара или Вельтмана присоединялись новые, 
которые должны были повысить точность диагностики заболеваний пе- 
Чени. В настоящее время все считают, что точность диагностики не зависит 
от болышого количества произведенных проб. 

Никакой комплексный ферментный тест не заменит клинического вра- 
чебного исследования больного и не освободит от других дополнительных 
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биохимических или биоптических анализов, которые характе 
вание с другой стороны, а окончательный диагноз должен б 
ключаться в объединении всех данных. 

Нельзя также обойти молчанием теоретическую сторону вопроса. Мно 
авторы находили взаимозависимость между ферментами сыворотки и ме 
при различных патологических состояниях этого, или других органов а 
86, 134). По мере накопления фактов, вначале как будто бы простая концен 
ция проникновения растворимых ферментов некротизирующейся Клетки 
в кровь, все больше критиковалась, так как не все наблюдения Можно было 
объяснить и понять с этой точки зрения. Многочисленность ферментов 
активность которых в крови изменялясь, разнообразие заболеваний и пато. 
логических состояний, при которых эти изменения происходят, привели 
к тому, что была оставлена концепция, что ферментативные расстройства 
в плазме крови могут быть отображением общих неспецифических реакций 
всего организма, происходящих возможно независимо от освобождения неко- 
торого количества ферментов из поврежденных клеток (56, 57). Согласно 
этой концепции следовало бы взять под сомнение целесообразность поисков 
специфических констеляций в смысле „органно-плазменной биопсии“. 

Здесь следует вспомнить также о явлении изоэнзимии, дающем возмож- 
ность определить источник тканевого фермента, который мы исследуем 
в плазме крови. Оказывается, что один и тот же фермент, являющийся бел- 
ковой молекулой, исполняющей определенную метаболическую функцию, 
может иметь различные разновидности. Эти различия зависят от ткани, из 
которой данная разновидность происходит, касается ее белковой структуры 
и не влияет на сущность происходящего под воздействием фермента хими- 
ческого процесса. Эти различия можно определить физико-химическими 
способами, как определение молекулярной массы, электрического заряда 
молекулы, и так далее. Например, обнаружено 5 разновидностей лактатдегид- 
рогеназы, причем оказалось, что в электрическом поле медленнее всего пе- 
ремещается разновидность печеночного происхождения, а быстрее всего — 
происходящая из сердца (142, 154). Установлено также, что дегидрогеназа 
молочной кислоты, обнаруживаемая в сердце и в крови больного с инфарктом 
миокарда, обладает свойствами альбумина, тогда, как тот же фермент из че- 
ловеческой печени и сыворотки при гепатите относится к глобулинам (59). 
Таким образом, когда устанавливаем, что имеет место повышенная активность 
этого неспецифического фермента в крови, и неизвестно, является ли он 
печеночного или сердечного происхождения, то этот вопрос можно разре- 
шить путем дополнительного электрофоретического исследования. Этим 
способом, пользуясь одним ферментом, можно добиться не меньшей, а даже 
возможно большей специфичности пробы, чем при определении полифер- 
ментной констеляции. Ряд авторов возлагает большие надежды на эти новые 
перспективы. Следует однако помнить, что эта идентификация снова - 
чительно усложняет методику и резко удлиняет время исследования. С окон 
чательной оценкой этих методов следует еще подождать. = 

Вся вышеописанная ферментологическая диагностика печени относит з 
К исследованию плазмы. На этом, однако, не кончаются поиски исследова- 
телей. Учитывая возможность ошибок методики, незнакомство со всеми Са 
торами, определяющими ферментную активность плазмы, а также, а я 
черкивает ряд авторов, отсутствие параллелизма между ферментами до 
и тканей, некоторые авторы предлагают производить ферментное ай 
вание самой печеночной ткани, полученной путем прижизненной диагно 
ческой пункции печени (86, 134, 144). АВТЬ 

Ясно, что пункцию печени для получения материала, нельзя сравн 


ризуют Заболе. 
Удет Всегда за- 
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с взятием крови для анализа. Пока еще рано высказывать свое мнение об 
этих предложениях. Необходимо, однако, разработать карту точной фермент- 
ной организации разных тканей (143). 

К вопросу ферментных констеляций и проведения соответствующих ана- 
лизов плазмы, указывающих на рост активности ферментов, освобождаю- 
щихся из умирающих или поврежденных клеток, мы еще вернемся в конце 
изложения вопроса ферментологической диагностики заболевания печени. 

Первое сообщение, обращающее внимание на аспартат-аминотрансферазу 
в сыворотке крови (5СОТ) у больных, страдающих заболеваниями печени, 
привели в 1954 г \/тбЫе\ Е и Га Оие (146). Они пишут, что при отравлении 
четыреххлористым углеродом, как у животных, так и у человека, активность 
этого фермента в крови увеличивается в 50—100 раз в сравнении с нормой. 
Сходные результаты они обнаружили при гепатитах, метастазах опухолей 
в печень, при воспалительных процессах в желчных путях эти изменения 
менее выражены, а при циррозах печени активность этого фермента изменчива. 
Материал охватывает 100 человек. Имеются также наблюдения, что актив- 
ность СОТ остается увеличенной в разное время и падает одновременно с кли- 
ническим улучшением или опережает его. 

Почти одновременно и несомненно совершенно независимо, спустя лишь 
несколько месяцев (1955 г), опубликовали свои наблюдения Ое В1$, Со]- 
гы и Сшзы (104, 105). Эти авторы установили, что не только $ООТ, 
но и аланин-аминотрансфераза проявляет значительный рост активности 
при вирусных гепатитах, в 20—40 раз. Они также отмечают, что пропорция 


сот 
ЗСРТ › КОТорая у здоровых равна 1,24 изменяется, доходя до 0,64 при гепа- 


титах. Кроме того, характерные величины показателя относятся не только 
к вирусному гепатиту, но также и к другим заболеваниям печени, как цирроз 
печени, застойный отек, а также при воспалении ›келчных путей и застойной 


$<от 3 
желтухе. Наконец, они установили, что показатель съ. остается обратным 


в течение периода реконвалесценции, тогда как абсолютные величины этих 
ферментов почти возвращаются к норме (114). Таким образом эти авторы 
представили не только детально разработанные клинические наблюдения, но 
и предложили использование их в практических целях. 

С этого времени оба центра интенсивно работали над обоснованием фер- 
ментологической диагностики заболеваний печени (4, 37, 85, 110, п На, 
15, 147, 148, 149, 150, 151), а эти работы находили сразу отзвук и подтвер- 
Ждение в мировой литературе, в том числе и в польской (40, 46). : 

Среди заболеваний печени на первое место выступает вирусный гепатит, 
вероятно по трем причинам: 1) это наиболее частое заболевание печени; 2) при 
нем невозможно непосредственно обнаружить патологический субстрат, и диа- 
Гноз ставится путем дедукции, а при отсутствии желтухи диагноз очень тру- 
Ден; это создавало жгучую потребность для поиска новых диагностических 
данных; 3) именно при этом заболевании отмечается наибольший рост актив- 
ности трансаминазы крови (рядом с острой желтой атрофией печени и отра- 
влением четыреххлористым углеродом). 

Теоретическое обоснование для использования предложения Пе В14з 
и наблюдений \/тбЫежзК: дали исследования содержания трансаминазы 
В тканях. Оказалось, что сердечная мышца и печень имеют самое большое 
количество фермента. Другим моментом, подтверждающим ценность пробы, 
было наблюдение за изменениями трансаминаз в крови при экспериментальном 
вирусном гепатите у животных. Исследования, проведенные в обоих экспери- 


р 
1 — Клиническая Ферментология 
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ментальных центрах, дали сходные результаты (37, 106, 110). Вирус 
ный мышкам подкожно или в брюшную полость, появляется преж ВВ 
и в большом количестве в печени и селезенке. Вскоре в клетках —_ а 
ющихся цитолизу, наблюдаются глубокие ферментативные расстройства 
которые из этих ферментов, как фосфоглюкомутаза и обе трансаминаз ны 
являются в увеличенном количестве в крови, достигая максимума на | 
тый день. При этом отмечается интересное различие меж ея 


э = ду Фосфоглюкому- 
тазой и трансаминазами, а именно, количество первой из них увеличиваетс 
в печени, а другие — исчезают. Это свидетельствует о том, что не все —_ 


менты, активность которых увеличивается в крови при гепатитах, обязаны 
этим нарушению структуры печеночных клеток и расстройству проницаемости 
клеточной оболочки. 

Эти эксперименты подтвердили также клинические наблюдения о том, что 
при гепатитах увеличивается активность ЗСОТ и $СРТ и одновременно из- 
меняется их соотношение. В экспериментах Ое В!И1$ исходное отношение 


$СоТ 


ЗСРТ у мышек равнялось 3,57. Через 4 дня после инокуляции вируса оно 


падало до 0,89. У людей этот коэффициент не достигает в физиологических 
условиях таких высоких величин. Это значит, что активность СОТ и СТ 
в сыворотке у людей почти одинакова, с небольшим преимуществом, однако, 
СОТ. На материале УлбЫемзЮ этот коэффициент в среднем равнялся 
1150,23 (69), ау Ое В1щз 1,33. При вирусном гепатите у людей этот ко- 
эффициент, согласно Ре В113, изменяется, падая в среднем до величины 
0,64 (116). 

Если принять, что увеличение активности трансаминаз в сыворотке зависит 
от проникновения этих ферментов из поврежденных тканей, причем при ин- 
фаркте миокарда их взаимоотношение не изменяется, а при гепатитах изме- 
няется резко, следовало бы считать, что печень вероятно более богата СОРТ, 
чем СОТ. В действительности дело обстоит иначе. Как из исследований 
М/тбЫе\мз Е и сотр. (151), так и Ое В! (116) следует, что в печени как 
и в сердце содержится больше СОТ, чем СРТ. 


еден- 


Таблица 16 


Активность СОТ и СРТ в 1 г ткани печени и сердечной мыщцы 











Автор Ое ВК ХУгоЫежз 
фермент СОТ м СРТ им СОТ единицы | СРТ единицы 
печень 708 531 142 44 
сердце 527 146 156 7 


Оба автора приводят результаты в разных единицах и разница в соотно- 
шении этих ферментов в их работах довольно велика. Согласно \УтбЫе\ 
и Га ие печень содержит в три раза болыше СОТ, чем СРТ, а согласно 
Ре В! и сотрудникам лишь на 25% больше. В сердце эти различия еще 
больше, так как согласно Ое В/1з количество СРТ равно примерно 1/4 со 
а согласно \/гбЫе\у$ К меньше, чем 1/20. Хотя печень отличается максима. 
ным содержанием СРТ среди всех органов, все же еще больше в ней 60 : 
Таким образом, если при гибели печеночных клеток наружу протекает больш 
СРТ, чем СОТ, то это вероятно является результатом какого-то физическог > 
различия между молекулами этих ферментов, а также клеточной структуры 
и характера повреждения клеток. Поэтому некоторые авторы предполагаю 
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также существование дополнительных мет. ных р: 
ОИ ожоенх (ть 150) аболических или экскретор рас- 


Это различие в изменении актинност, 


сти указаннь 
болеваниях сердца и печени служит основанием тх двух трансаминаз при за- 
ферментным тестом, позволяющим диф 
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при различных заболеваниях печени. (Ре ВИ: и сотрудники, 116). 





Рис. 51. Показатель — 
$СРТ 


Тэкже и при заболеваниях печени этот показатель может принести неко- 
торую пользу благодаря тому, что особенно низкое падение его отмечается при 
вирусном гепатите, и он удерживается на низких величинах в течение всего 
заболевания. Это наглядно видно на рисунке 51, из работы Ре Е13 и сотру- 
дников. Согласно данным У\тбЫемзЕ и сотрудников, колебания коэффи- 
циента в физиологических и патологических условиях не всегда так отчетливо 
выражены. Другие авторы также скептически относятся к т соотно- 
шения ферментов (9, 33). Мы на нашем материале тоже не наблюдали таких 
больших колебаний при различных заболеваниях печени, как это показано на. 

и 

р и. что коэффициент не зависит от абсолютных величин транса- 
миназ. Однако и абсолютные величины имеют свое диагностическое значе- 
ние. Не безразлично, увеличивается ли активность трансаминазы в крови 
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‚до 100 или до 5000 единиц. Из сопоставления содержания трансаминаз 
ных органах следует, что небольшое количество трансаминазы мозкет 
‘даться в соответствующих условиях из различных органов, со 
фермент. Однако резкое увеличение возможно только тогда, Когда источ 
ком фермента являются богатые им органы, то есть печень и д т 
и между этими двумя источниками сама величина уровня фермента МОЖ з 
свидетельствовать о его происхождении. Очаг инфаркта в сердечн ой мы. 
не может доставить такого болышого количества фермента в Кровь, как ы 
толиз печени. Считается, что даже обширный инфаркт миокарда не = . : 
вызвать роста трансаминазы в крови выше, чем 500 единиц/мл. Поэтому, 
если при отчетливой картине инфаркта миокарда уровень фермента ен 
шает 500 единиц, следует считать, что в этом случае кроме сердечной мышце 
‚существует еще и другой источник притока фермента в кровь, а именно печень 
‚(36, 72, 145). Моментом, вызывающим в этих случаях повреждение печеноч- 
ных клеток и увеличение проницаемости клеточных оболочек, является обыч- 
но пассивная гиперемия этого органа. Это последнее часто имеет место при 
‘больших инфарктах. Так что не только обратные величины коэффициента 


зсот 


5СРтТ нои сама величина роста активности трансаминазы, доходящая до 1000 


единиц, несомненно. свидетельствует о печеночном происхождении фермента. 


% 


40} 


фея 423 разбедения сыворотки 
(809 определений) 
30 


они» 4 раздеденной сыйратке 
(16/8 определений ) 
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51-100 01-300 — 30600 — 601-000 — 1001-3000 3005000 >5000 
Виницы 
Тис. 52. Наибольшее количество — 80% патологических результатов анализов АКТИВНОСТИ 
‘трансаминаз приходится на 50—300 единиц. Максимальные количества можно обнаруж 
лишь в разведенных сыворотках. 


ль- 
м о преувеличением было бы считать, что при гепатитах постоянно получаем а, 
в границах тысяч единиц. Мы неоднократно встречались с вопросом лаборат 


вв к 1 
почему они не получают результатов, превосходящих 


их анализ трансаминаз, чины 

я Е На этот вопрос можно ответить следующим образом. Такие высокие т 
ечаются редко и иногда следует произвести большое количество анализов, пока ни- 
большое количество 


^ дется такое. Я кли 
‘ческий матер: фермента. На рисунке 52 представлен наш текущий Е 
ы мал за 2,5 года. На 5964 определений равкажеения в 2879 случаях количеств! 
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их превышало норму. При этом количество между 3000—5000 единицами встретилось 
только один раз для ЗСОТ и 18 раз для ЗСРТ, а максимальные величины в границах 7000— 
8000 единиц на этом материале в несколько тысяч случаев встретились только 2 раза, исклю- 
чительно для ЗСРТ. Ясно, что в каждом случае дело касалось гепатита. 

С другой стороны существуют чисто методические причины, объясняющие, почему 
трудно получить высокие результаты анализов. Если процесс переаминирования протекает 
в пробе очень быстро, и практически заканчивается раньше, чем инкубация, то не хватает 
субстрата для дальнейшего действия фермента и таким образом не удается получить высоких 
величин. Поэтому, чтобы хватило субстрата и чтобы продолжить действие фермента до 
стандартного времени анализа, сыворотку с высокой активностью следует разводить. 
Практически, хоть это не имеет связи с билирубином, все отчетливо желтые пробы сыво- 
ротки следует для анализа разводить, что затем учитывается при окончательном расчете. 

Этот вопрос связан и с другой методической проблемой, а именно, сравнимостью резуль- 
татов. Оказывается, что при спектрофотометрическом и колориметрическом методе опре- 
деления трансаминазной активности крови (например, Кейшап и Егёпке!) соответствие 
результатов кончается примерно при 120 единицах. Чем выше результат, тем больше 


расхождения (49). 


И снова, как мы это уже видели, низкий коэффициент соотношения транс- 
аминаз не только свидетельствует о печеночном происхождении гипертранс- 
аминаземии, но указывает также на вирусную этиологию гепатита. Очень 
высокие абсолютные величины трансаминазной активности крови свидетель- 
ствуют не только о печеночном происхождении фермента, но и о гепатите 
в частности. Это видно на рисунке 53 из работы Ое В11$ и сотрудников. | 
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Рис. 53. Трансаминазная активность ‘плазмы крови при различных заболеваниях печени 
(Ре Е! и сотрудники 116). 


в. можно сказать, что среди различных заболеваний печени увеличе- 
ивности трансаминаз является максимальным, а падение их коэффи- 
О а низким при вирусном гепатите. Максимальная величина. 
м а встретилась нам при отравлении четыреххлористым. 
р ее ск днако такая этиология является исключительно редкой, что, 
—_ = —- подрывает значения указанного выше правила. Глядя на. 
ыы рированный в ИМ полученных кетокислот, следует указать, что- 
Ни ‚ при внепеченочной механической желтухе обнаружил активность. 
ой в 100—300 единиц ЗСОТ. Такие же величины он получил при де- 

сированном или активном циррозе печени, а также при злокачестБен- 
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ных новообразованиях печени (148). Существуют сообщения о более в 
кой трансаминаземии при застойной, чем при цирротической печени те 
В этих случаях количество трансаминаз иногда может превосходить о. 
500 единиц (36). ы 

Необыкновенно важной чертой трансаминазных проб является их безусл 
но положительный результат при гепатитах. Все авторы единогласно м 
черкивают, что положительные результаты имеют место в 100% случаев — 
болевания. То же самое мы можем подтвердить на нашем клиническом за. 
териале. Это следует понимать таким образом, что хотя иногда, в отдельных 
случаях при этом заболевании результат может быть отрицательным, то ри 
повторении пробы в тех же случаях результат обычно бывает положитель. 
ным. То есть не 100% проб, а 100%, случаев. Это объясняется определенными 
флюктуациями трансаминаземии в течении заболевания. 

Подчеркивая таким образом диагностическое значение исследования транс- 
аминаземии, следует обратить внимание на то, что в случаях привитого ге- 
патита результаты анализов не отличаются от таковых при эпидемическом ге. 
патите. Также и при гепатите в случаях мононуклеоза имеются типичные фер- 
ментативные изменения, хотя менее интенсивные. Этих изменений не бы 
если мононуклеоз протекает без симптомов поражения печени. 

Насколько чувствительным показателем поражения паренхимы цечени зо- 
жет являться определение трансаминаземии, указывает опыт с алкоголиками 
(3). У хронических алкоголиков введение 200 мл 45%, алкоголя приводило 
к значительному увеличению трансаминаземии (2,18—10,85 иМ/1 мл/1 час) 
в течение нескольких дней, в то время, как тимоловая проба и уровень били- 
рубина остались в норме. В группе, систематически не пьющих, и пыющих, 
леченых антабусом, не отмечалось увеличения трансаминаземии. 

Определение трансаминаз позволило также вцервые документально под- 
твердить преджелтушный период заболевания при вирусном гепатите. \/66- 
1ем73 Е и сотрудники (148) произвели обследование больных без желтухи и без 
других симптомов заболевания в закрытом отделении для психических боль- 
ных, в котором встречались спорадические случаи вирусного гепатита. Ав- 
торы обнаружили среди них отдельных больных, у которых отмечался типич- 
ный рост активности $СОТ, и поставили у них диагноз безжелтушечного ге- 
патита. В 2,17% в дальнейшем развилась желтуха. 

На основании этого наблюдения авторы считают возможным диагносци“ 
ровать безжелтушные и субиктеривные формы заболевания, а также заболе 
вание в продромальном периоде. К сожалению эти авторы определяли только 
ЗСОТ, что давало меньше гарантии печеночного происхождения изменений. 
Это сразу повлекло за собой идею соответствующего направления р 
и профилактики при помощи гаммаглобулина. Известно, что это заболевани 


распространяется особенно часто среди детей и молодежи, в школах, ка3аР” 
мах и так далее. 


вает, 


Придерживаясь этой концепции, 


ни! 
е В и сотрудники обследовали 104 детей 
взрослых, проживающих совместно 


ие 
в детском учреждении. В этом учреждении в Не 
случаев типичного гепатита, ввиду чего можно. 
ский очаг этого заболевания. Систематические #5 ий 
5бот У одной третьи детей имелась высокая активность ЗСРТ И #* 


= атитом 
ЗСРТ › "ИПичные для вирусного гепатита, то есть 30% детей болело геп 


зная р лось 
30 ыы гы этом. Отношение безжелтушечной формы заболевания к желтушечной р то р 
болевани, ыы ость совершенно изменяет наше мнение об эпидемиологии да ередит® 
появление о ы. 2 алось также, что повышенная трансаминаземия может бпублико- 
: на 2 недели. Сот о центра 
вали сходные сообщен ‘рудники вышеуказанного научного ц 


ео 
: 4 ий новоро 
денных (47, 138 135) ия, касающиеся других детских учреждений и отделен! 














Та же проблема бессимитомного заражения вирусом гепатита, или же носительства. 
вируса после перенесенного явного или бессимптомного гепатита, нашла, благодаря фер- 
ментологическому исследованию крови, еще одно чрезвычайно важное применение. Среди 
обследованых в Италии 247 доноров у 18 обнаружена повышенная активность трансами- 


$сотТ 
назы в сыворотке крови, с обратным коэффициентом ЗСРТ» что указывает на заражение 


вирусом гепатита (119), Можно ли удивляться так частому заболеванию привитым гепатитом 
после переливания крови, если 7,3% доноров являются зараженными? Соответствующие 
исследования, произведенные в Соединенных Штатах, показали, что когда кровь доноров 
исследовали на $СОТ и пользовались ею для переливания только при нормальной актив- 
ности СОТ, привитая желтуха развивалась в 1,5% случаев, а если активность ЗСОТ пре- 
вышала 100 единиц — в 5,5% случаев. Разница между этими двумя группами была статис- 
тически значимой. 

Поэтому этот способ исключения небезопасных доноров признан наилучшим среди при- 
меняемых в настоящее время профилактических мероприятий против привитой желтухе (4). 
После того, что уже неоднократно было сказано выше, можно ожидать, что если вместо 
$СОТ будет производиться определение обеих трансаминаз и их соотношения, то риск 
переливания крови уменьшится еще больше. 


Вопросами диагностики не исчерпывается та огромная польза, которую 
ферментологические исследования внесли в клинику заболеваний печени 
Не менее важным являются изменения уровня трансаминаземии в течение 
заболевания. При вирусном гепатите характерные изменения трансаминаз дер- 
жатся в течение ряда недель. Этим резко отличается трансаминаземия пече- 
ночного происхождения от трансаминаземии при инфаркте миокарда, при ко- 
тором рост активности сыворотки имеет место лишь в самом начале заболе- 
вания, и может быть так кратковременным, что если первый анализ произвести 
на 3—4 день заболевания, то этого симптома может уже не быть. Это объясня- 
ется другим патологическим механизмом трансаминаземии при инфаркте мио- 
карда. После закупорки венечной артерии некроз ткани сердечной мышцы 
происходиг в течение нескольких часов и обычно на этом кончается приток 
трансаминазы в кровь. При гепатите процесс распространяется, охватывая 
все новые участки паренхимы печени. Измененная ткань регенерируется 
и может снова подвергаться некротическому процессу. Не существует лекар- 
ственных препаратов, „убивающих вирус“. Поэтому повышенная трансами- 
назная активность сыворотки держится все время, пока существуют клини- 
ческие симптомы заболевания, постепенно уменьшаясь по мере выздоровле- 
ния больного. В это время, как видно из наших наблюдений (например, смо- 
три рисунки 55, 59, 60, 62) и что можно заметить также на рисунках, приве- 
денных в трудах других авторов (15, 45, 115, 116), часто наблюдается перио- 
дическое увеличение и уменьшение трансаминаземии. Возможно, что это за- 
висит от указанного выше постепенного распространения патологического 
процесса и поражения новых групи клеток; считается, что существует воз- 
можность расстройств метаболизма и выделения этого фермента при гепати- 
тах. Не исключено также, что этот волнообразный характер трансаминаземии 
может зависеть от каких-то биологических свойств вируса. Эти колебания 
отмечаются у госпитализированных больных, не подвергнутым никаким 
ситуациям, вызывающим „стрессы“, о которых известно, что они могут ухуд- 
шать течение заболевания. От этой волнообразности вероятно зависят высокие 
количества трансаминаз, как в начале, так и в конце таблицы, что видно на 
рисунке 54, суммирующем результаты ческольких десятков случаев, нахо- 
дившихся под наблюдением в течение ряда недель. 

Уже в начале главы мы приводили доказательства того, что не существует 
отчетливой связи между трансаминаземией и так называемыми „печеноч- 
ными пробами“ при гепатитах, как это старались представить некоторые ав- 
торы (82). Если говорить о взаимоотношении этих двух явлений во времени, 
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скиваться какого-то осложнения или „стрессорного“ фактора, которые могут 
ничем иным не проявляться. Знакомство с этим позволило нам понять неко- 
торые факторы из повседневной жизни клиники. Так, мы установили, что 
если больным после перенесенного гепатита мы позволяем рано вставать 
и ходить, то хотя такое раннее вставание как будто бы ничем не проявляется 
и больные обычно рады оставить постель, однако в этих случаях часто от- 
уиечается быстрый рост трансаминаземии. 

В свете вышесказанного, мы считаем этот переход от постельного режима 
к хождению определенной нагрузкой, которая сейчас же отражается на те- 
чении заболевания. Это объясняет нам с давних времен эмпирически извест- 
ный факт, что стационарное лечение является основным условием лечения 
данного заболевания, и объясняет, почему паренхиматозный гепатит не сле- 
дует лечить амбулаторно, даже тогда, когда мы его считаем уже не заразным 
для окружающих. С этим связан вопрос преждевременной выписки из боль- 
ницы. Обязательная госпитализация больных в инфекционные отделения при 
существующем дефиците коек приводит к тому, что при достижении клини- 
ческого улучшения, по истечении 2—4 недель, больных выписывают домой, 
как безопасных для окружающих, чтобы освободить место для новых боль- 
ных. Такое кратковременное лечение в большинстве случаев совершенно 
недостаточно для нормализации трансаминаземии, а контроль больных на 
дому нелегок. Практически этих больных дома лечат схематически, на осно- 
вании субъективных симптомов, а иногда — видимых проявлений заболева- 
ния, и почти никогда не производится дальнейшего ферментологического 
контроля. Это создает опасность незаметного продолжения заболевания, под- 
держания хронического воспалительного состояния, и опасность того, что 
становится бедствием нашего времени — массового появления цирроза 
печени. 

С этим связана также практикующаяся у нас посылка больных непосред- 
ственно после заболевания в санатории на период реконвалесценции. Следо- 
вало бы проанализировать при помощи исследования трансаминаз, не явля- 
ется ли только психогенной реакцией то, что больные обычно довольны сана- 
торным лечением, и не является ли санаторный режим и применяемые там 
способы лечения слишком болышой нагрузкой в раннем послежелтушечном 
периоде. 

Из вышесказанного можно сделать вывод, что у больных, которые не- 
давно перенесли инфекционную желтуху, следует и в дальнейшем следить за 
трансаминаземией (46, 87). 
О 
больно ь даже очень высокой, судить о дальших судьбах 
ен — и прогностическое значение имеет длительно удер- 
е—- рее уровень трансаминаз в крови, или постоянно повторяю- 

Наив кА о на соответствующее лечение. 
образом при вари диагностическое значение трансаминаземии главным 
ниях. При ее ре и НИ ИАН САВЗАНО. О Дуги» ЗВбОЗН 
ждения, если ви ре паренхимы токсического происхо- 
ковременной, и даже а чек гипертрансаминаземия является крат- 
тическим СИЕ ТЫ Е высокой, не является плохим прогно- 
четыреххлористым углеродом ь нь ри ПВ: К РНЫНУЕЯ 
активность этого фермента в г Е 
нормы. По существу, зная ме упала через 8 дней с 12300 единиц до 

› патогенез возникновения трансаминаземии, в дан- 


ном случае 
и следовало ожидать к 
активности фермента. ид: резкого и однократного подъема уровня 


329 





При механической желтухе, после удаления препятствия или создан 
тока желчи, активность трансаминазы сыворотки, если она была мы от- 
быстро падает. Это объясняется тем, что во время застоя желчи со. 

| ее давление растягивает желчные протоки и механическим путем р 
| к проникновению в кровь ферментов, как и желчи. Как только операционь 
путем будет удалено препятствие из желчных путей, исчезает я ПОВЫЩениа, 
| трансаминаземия. 
Также механическим фактором, а именно повышенным давлением в в 
нозных синусах объясняется гипертрансаминаземия при застойной печени 68) 
В этом случае гипертрансаминаземию можно объяснить также увеличениеи 
| проницаемости клеточной оболочки, вызванным гипоксией и даже Централь 
| ным некрозом долек при снижении систолического объема крови (72). Однако 
|| тот факт, что гипертрансаминаземия встречается главным образом при острой 
| а не хронической сердечной недостаточности, и что она быстро исчезает после 
начала лечения недостаточности кровообращения, вероятно свидетельствует 
все же о механическом характере этого явления, как и при застойной 
желтухе. 

Наконец, несколько слов о циррозе печени. Почти все авторы сообщают, 
что при циррозе печени величины трансаминазы бывают или совершенно 
‘нормальными, или же лишь слегка повышенными. Отсюда и всеобщее убеж- 
дение в сомнительном диагностическом значении исследования трансаминаз 
при этом заболевании. И действительно, диагноз этого заболевания мы умеем 
лучше ставить при помощи других данных. Однако, мы бы хотели подчер- 
кнуть, что, согласно нашему опыту, это исследование может иметь огромное 
значение для наблюдения за течением заболевания, так как часто является 
единственным показателем его прогрессирования. 

При циррозе печени дело может дойти до увеличения воспалительной 
реакции в печеночной паренхиме или желчных путях. При этом наступает 
увеличение трансаминазной активности сыворотки, причем, оба эти фактора 
влекут за собой опасность дальшего повреждения печеночной паренхимы 
и уменьшения более или менее компенсированной функции ее. При этом 34- 
болевании, при котором мы вообще так беспомощны, одним из немногих №- 
роприятий, которые мы в состоянии провести, является защита печеночной 
паренхимы и сколь возможно быстрое и правильное лечение воспалительного 
процесса (смотри ниже и рис. 57). За этим комбинированным процессом 
можно следить, анализируя трансаминаземию, и поэтому мы придаем большое 
значение данному исследованию при циррозе печени. 





Нам кажется, что несколько примеров, взятых из повседневной клинической практики» 


ы 
но хорошей иллюстрацией того значения, которое имеет определение трансаминаз 


1. Больная 3. М. 27 лет, среди продромальных симптомов заметила у себя желтушность 
кожи. Печень была увеличена на 2 пальца, плотноватая. "Температура нормальная. т 
ственной жалобой больной была общая слабость. „Печеночные пробы“, взятые сразу № 
оказались отрицательными. РОЭ нормальная. Билирубинемия 3,9%. $СОТ — 200 единиц. 


ЗСРТ — 400 единиц. Коэффициент ВОТ = 0,5. Поставлен диагноз типичного вирусного 





Ц и: 

ы г Лечение заключалось в соблюдении постельного режима, диеты и в я, 
аи. проба оказалась положительной и равнялась 8,5 е норме» 
В конце второй недели тимоловая проба вернулась и скии 


й уро- 
вень тран ало бы считать, что наступило выздоровление. Но все еще высоки 
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были единственными объективными признаками теперь уже бессимптомно протекающего’ 
заболевания, ` также оправданием жалоб больной на общую слабость и отсутствие аппетита, 
Эти жалобы без данных уровня трансаминаз могли бы даже быть расценены как типохон- 


к. х—. ый а В течение длительного времени жаловался на чувство сдавли- 
> ОДышку и быструю утомляемость при физической нагрузке. Этим 
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Рис. 55. 


симптомам сопутствовало чувство некоторого беспокойства. Больной вел спокойный, регу- 
лярный образ жизни, придерживался диеты ввиду неопределенных Е симпто- 
мов. Однажды в области сердца появились несколько более сильные боли, которым сопут- 
<ствовало беспокойство и общая слабость. Боли непосредственно после нитроглицерина 
и эуфилина не исчезли и прошли лишь со временем, но в области сердца оставалось непри- 
ятное чувство. При осмотре больного отклонений от нормы не обнаружено. 

Утром следующего дня произведено ЭКГ, которая не указывала на очаговые изменения 
или симптомы свежего повреждения сердечной мышщы- о Ст 
без всяких изменений, кровяное давление удерживалось на прежнем уровне, то есть 120/80, 
моча без отклонений от нормы, $СОТ = 320 единицам, $СРТ = 1400 единицам. Результат 
анализа трансаминаз был очень неожиданным. Этот анализ был произведен для подтвержде- 
ния диагноза инфаркта миокарда. Вэтих случаях обычно отмечается более значительное увели- 
чение уровня $СОТ, который обычно не превышает 500 единиц при массивных инфарктах. 
Небыло никаких клинических симптомов недостаточности ры: — этих условиях 


Уровень $СРТ, равный 1400 единицам, и очень низкий коэффициент ЗСРТ = 0,23, отчет- 


ливо свидетельствовали о печеночном происхождении трансаминаземии. Больного уложили 
в постель, дали ему печеночную диету, витамины» эуфилин ие ОЕ Е ИНВ» 
ЭКГ повторяли пять раз (смотри рис. 56), и не обнаружили на ней никаких новых изменений. 
Уровень железа в крови равнялся 60 7%. Через два дня вторично произведен анализ 
трансаминаз: $СОТ упало до 132 единиц, зато ЗОРТ увеличилось до 3600 единиц. Такие 
высокие количества встречаются редко, и то лишь при поражении печеночной паренхимы. 
как мы никогда не видели в течение 5 лет постоянного 


Показатель ое 


зарт Упал так низко, 
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применения ферментных анализов в клинике, 


и равня; 3 
0,53 мг%, кадмиевая проба, проба Таката. а ая ся0.036, 


Уро 5 
-Ара и Ровень би; 


ЙОДЕ об пруб 
результаты остальных печеночных проб и данные о арен оаы слабо ны Рови. 
Высокая гипертрансаминаземия быстро упала до нормы. Ее ре ВИДНЫ на г ВНЫ, 
несомненно свидетельствовали о печеночном происхождении —- ай коэфф 
трансаминаземии указывала на внезапное однократное поражение ен тоВ, однако, циент 
а не на такое, какое имеет место при вирусном гепатите. На нЕ Ной па’ + ва 
ферментологического критерия мы были вынуждены поставить МИ ЭТОГО единеть ИМ 
гепатита. Больной выздоровел. Источника интоксикации обна к ТОКсиче ого 

В предыдущем случае анализ ружить не уда “кого 
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Рис. 56. 


3. Больная К. К. 17 лет. 10 лет назад перенесла инфекционную желтуху. Год Е 
находилась на лечении в нашей клинике, причем, всеми доступными методами, а 
лапароскопию, поставлен диагноз несомненного цирроза печени. Больная была ы ИО 
Домой со значительным улучшением, ремиссия длилась довольно долго. За две ил ей 
поступления в клинику на этот раз, повысилась температура, а неделю о телосло- 
желтуха, что и явилось причиной госпитализации больной. Больная ль киво- 
жения, резко пониженного питания с серо-желтым оттенком кожи, О аденв из-под 
том. При пальпации печень твердая, с неровной поверхностью, выступает на ис. 57 пред 
реберной дуги, болезненна. Печеночные пробы резко положительны, что м Е На осно- 
ставляет тимоловая проба. Уровень билирубина постоянно в границах 6—7 МГ/о.. больной 


ангита у 
вании совокупности клинических данных поставлен диагноз острого хол: $сот й 07 


Е = —- 
< циррозом печени. Высокий уровень обеих трансаминаз при низком показателе <срт 


отчетливо указывали на поражение печеночной паренхимы. Больная В к 
получала террамицин. Температура и уровень билирубина вернулись к иназемия» йа 
быстро исчезла, и, что нас здесь особенно удивило, очень высокая а пробы» : 
гающая 1200 единиц $СРТ, значительно уменьшилась. Однако ню, ос и 
шиеся положительными, указывали на то, что функция печени, как и фекционно-2° 
значительно пораженной, а ферментные пробы, что ликвидация 
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лительного процесса в желчных путях немедленно разгрузила печеночную парен- 

па 

ра случай является примером того, как исследование трансаминаземии, подтвердило 
о вредность для печеночной паренхимы воспалительных процессов, которые 
т. сматриваем как внепеченочные. Этот пример показывает также, как при соответству- 

к Е еаи можно уберечь остатки печеночной паренхимы при этом тяжелом заболе- 

ющем 


вании- 
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Рис. 57. 





и три примера иллюстрируют пользу, которую нам принесло введение 
а мы клиническую практику трансаминазной пробы. Ниже мы крат- 
блем ановимся на попытках решения глубоко актуальных клинических про- 

В области 
м именно, в 195] году, одновременно и независимо от других 
чиная › 24, 21, 126), мы предложили применение кортикотерапии (на- 
от АКТГ) при лечении паренхиматозного гепатита, и в ряде публи- 





этой тер = эффективность этой терапии (6, 41, 42, 43). Механизм 


пный гор 


нако оставался неясным. Было известно, что ни адренокорти- 


Котро 
р мон, ни кортикостероиды® не действуют на вирус гепатита. 
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Возникал однако вопрос, не защищают ли они каким-то образом кл 
ченочной паренхимы от токсического действия вируса. Эту проблему ии 
шили проследить, сравнивая изменения трансаминаземии и таких ее. 
как альдолазы, лактатдегидрогеназы, а также других факторов, в Ву Я 
пах больных, одна из которых получала кортикостероиды, а д 
Известно, что увеличение количества перечисленных ферментов в с 
в определенной степени являются показателем поражения паренхи 
данные (45) не свидетельствуют о том, чтобы кортикостероиды, применяе 
при лечении вирусного гепатита каким бы то ни было образом Защищали 
ченочные клетки от некроза, или ускоряли исчезновение Ферментно-пл 
менного синдрома (смотри рисунок 58, 59, 60, 61, 62). . 

После разбора трансаминаз, как наиболее характерных и 
работанных в гепатологии ферментов, переходящих из повр 
в плазму, следует кратко остановиться также на особенност 
тов из той же группы, то есть тех, количество которых в кр 
подобным же образом. 

К ставшим классическими, ферментам этой группы, используемым для 
диагностики поражения печеночной паренхимы, относятся альдолазы (14, 28, 
33, 34, 81, 75, 102, 103, 128, 137). Фруктозодифосфат-альдолаза, определение 
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Рис. 62. 


Рисунки 58—62. Средняя концентрация билирубина и активность СОТ, альдолазы», 
лактатдегидрогеназы и СРТ в двух группах больных: леченных и не леченных преднизоном. 
— — — — больные не леченные преднизоном, ————— больные леченные преднизоном- 


раются при определении фруктозодифосфат-альдолазы. Проба очень стабильна 
во всех случаях, а специфичность субстрата 1-фосфофруктозы делает ее очень 
ценной. Однако при этой пробе шкала патологических результатов гораздо 
меньше, чем шкала трансаминаз. Согласно некоторым авторам (75), а также 
И по нашему мнению, альдолазная проба уступает трансаминазным. 
Появилось довольно много сообщений об использовании различных деги- 
ий Дрогеназ для диагностики заболеваний печени (9, 11, 60, 61, 78, 112, 142, 
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154). В наших условиях их широкое распространение тормозит нед 
количество и дороговизна необходимых реактивов (НАД. Н, и НА 
и отсутствие спектрофотометров. Эта проба мало специфична, так как. ? 
дрогеназы имеются в разных тканях и органах. Это особенно ее 
лактатдегидрогеназы и малатдегидрогеназы. Так, например, вен 
активности лактатдегидрогеназы обнаружено, кроме инфаркта У ы 
и гепатита, при гемолитической анемии и анемии А991оп-В:егтег, На Е 
ных лейкозах, тромбоцитопениях, злокачественных новообразованиях м: 
чных органов, ацидозе диабегического происхождения и других. Сорбит. 
дегидрогеназа и изоцитратдегидрогеназа являются более специфических, 
для печени, но менее чувствительными. Уровень изоцитратдегидрогеназы 
при различных заболеваниях печени колеблется незначительно, Опыты 
с дегидрогеназой спиртов и особенно с глутаматдегидрогеназой показали их 
отчетливое проникновение в плазму крови как под влиянием отравления 
четыреххлористым углеродом, так и при прививке вируса гепатита, однако 
без какого-то заметного преобладания над другими ферментами. В сумме 
дегидрогеназы не завоевали себе какого-то особого места в диагностике 
заболеваний печени. 

В последнее время большая надежда возлагается на явление изоэнзимии, 
© котором мы уже вспоминали выше. Возможность определить, из какого 
органа происходит данный фермент — в случае усиленной его активности 
в крови — устраняет, например, как в случае лактатдегидрогеназы, то неудоб- 
ство, что фермент встречается во многих тканях. В этих случаях приходится 
производить дополнительное исследование, чтобы по физико-химическим 
свойствам фермента определить его происхождение. Это дополнительное 
исследование, обычно электрофорез, значительно удлиняет время исследо- 
вания. Что касается лактатдегидрогеназы, то при помощи этой методики из 
крови выделено уже 5 фракций указанного фермента с разной скоростью 
перемещения в электрическом поле, которые отличаются специфических 
и различным распределением в разных тканях человеческого организма. 
Быстрее всего перемещается фракция, происходящая из сердечной мышцы, 
медленнее всего — из печени (154, 142). 

Экспериментальные исследования показали, что при отравлении четырех- 
хлористым углеродом и при экспериментальном циррозе печени у крыс 
Уменьшается активность глюкуронаттрансферазы в печени, за чем следует 
увеличение количества свободного билирубина в крови (23). Этот фермент 
не нашел применения при анализе сыворотки, однако знакомство с ним 
и возможность наблюдать за ним в печени также имеет большое значение 
так как он этерифицирует свободный билирубин, делая его растворимых 
В воде, и таким образом влияет на его выделение и на результат пробы 
Тименс ван ден Берга. 

Противоположный фермент, В-глюкуронидаза, при вирусном и токсическох 
гепатите появляется в крови в значительно увеличенном количестве, ыы 
чего постепенно возвращается к норме. Это явление повторяется с т 
регулярностью. Внезапное падение активности этого фермента в крови должн 
свидетельствовать о тяжелой недостаточности печени. т 

Особую группу ферментов, которые исследованы с точки зрения их ее 
годности в гепатологической диагностике, составляют пептидазы. сам 
ность пептидаз, обозначенная на основании прироста внебелкового и 
из перевариваемого пептона, претерпевает такие же изменения, как тР а 
миназы, примерно в 80% случаев заболеваний, протекающих с поражен т 
печеночных клегок (64, 65). Относительно специфичности пробы более по 
данные отсутствуют. 
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Производились исследования изменений определенного фермента из этой 
груштыь а именно, лейцинаминопептидазы, при заболеваниях печени. Оказа- 
лось, ЧТо активность этого фермента в сыворотке крови повышается как при 
внепеченочном, так и при внутрипеченочном застое желчи. Однако для диф- 

еренциального диагноза желтух эта проба непригодна. Повышение актив- 
ности этого фермента не зависит от уровня билирубина м может удерживаться 
гораздо дольше, чем желтуха (130). Существо реакции требует выяснения. 

Следует отдельно остановиться на новом ферменте, разработанном в послед- 
нее время в Польше, у-глутамилтранспептидазе (96, 135, 136). Этот фермент 
своим поведением в сыворотке крови при гепатите значительно отличается 
от других, описанных выше, ферментов, анализ которых стал классическим 
при поражении печеночных клеток. В противоположность им он отличается 
очень нехарактерными изменениями в остром периоде заболевания, и отчетливо 
растет и удерживается на высоком уровне еще долго в позднем периоде, 
когда активность других ферментов возвращается к норме. Таким образом 
мы получили новый и чувствительный способ наблюдения за периодом ре- 
конвалесценции после острого гепатита, что может иметь болышое значение 
и в хроническом периоде заболевания, а также в установлении окончатель- 
ного излечения. Тем самым эта проба может иметь болышое значение для 
профилактики цирроза печени после перенесенного гепатита. 

Значительное увеличение активности этого фермента отмечается при ме- 
ханических желтухах, билиарном циррозе печени и холангитах. Увеличение 
активности этого фермента в сыворотке при отсутствии желтухи может вы- 
зывать обоснованное подозрение на наличия опухолей печени. Хотя изменения 
этого фермента нуждаются в дальнейшем изучении, вышеописанные свойства 
прочат ему практическое применение при заболеваниях печени. Возможность 
замены специального субстрата, необходимого для производства анализа, 
более простым и доступным, несомненно будет способствовать распростране- 
нию пробы. 

Имеются также сообщения об увеличении уровня глутатионредуктазы 
в крови при инфекционном и токсическом гепатите, печеночной коме и при 
метастазах опухолей в печень (80). 

Из других ферментов при гепатите у человека и вирусном и токсическом 
гепатите у животных, отмечен значительный, на 1000—3000% рост актив- 
ности фумаратгидратазы в плазме крови (108), и в таком же эксперименте 
у животных — обеднение печени аденилпирофосфатазой, сульфидтрансфе- 
разой и сукцинатдегидрогеназой (107). Отсутствие дальнейших публикаций, 
хотя прошло уже 5 лет от появления первых сообщений об этих пробах, сви- 
детельствует о их малом значении. 

Описанным выше ферментам и основанным на них пробам приписывается 
диагностическое значение потому, что проникновение их из клеток в кровь, 
является доказательством повреждения клеток. В клинической практике 
используются еще и другие ферментативные пробы, значение которых осно- 
вано на других механизмах. 

этой группе на первое место выдвигается холинэстераза. Снижение 
активности ее в сыворотке крови — речь идег о неспецифической холинэсте- 
разе — встречается при заболеваниях печени, что известно давно (30, 31). 
Установлено, что холивэстераза синтезируется в печеночных клетках, откуда 
попадает в кровяное русло. Поэтому дефицит этого фермента в крови являет- 
ся отражением нарушения функции печеночных клеток, а не нарушения их 
структуры, что лежит в основе трансаминазной, альдолазной и других проб. 

Этим объясняется тот факт, что при острых гепатитах активность холинэсте- 

разы в крови падает лишь незначительно, может оставаться нормальной, 
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а иногда даже несколько повышенной. При хронических гепатит 
длительный патологический процесс нарушает функцию печено =. 
мы и особенно при развитии цирроза, активность холинэстеразы в и 
резко падает. Эти изменения активности холинэстеразы не Зависят от этио Роке 
гепатита, так как наряду с изменениями при вирусном гепатите, они к. 
также место при токсических гепатитах. Эта проба пригодна для наблю меют 
за исходом гепатита в периоде реконвалесценции. Минимальные Коли ыы 
холинэстеразы встречаются именно при циррозе печени. Очень Низкие м 
чества имеют место также при злокачественных опухолях печени, и Наоборот 
слегка повышено содержание фермента при механической желтухе, вызванной 
камнями желчных путей, что имеет дифференциально-диагностическое .. й 
чение. Венозный застой в печени при недостаточности кровообращения с 
также являться причиной снижения активности холинэстеразы в крови 
и может также до некоторой степени отражать состояние изменяющейся не. 
достаточности кровообращения. Эти свойства делают определение актив- 
ности холинэстеразы в крови ценной ферментативной пробой (25, 68, 94. 
95, 123), дополняющей другие функциональные пробы печени и с другой 
стороны, дополняющей ферментологические пробы предыдущей группы. 
Это значение несколько ослабляет тот факт, что такое же снижение уровня 
холинэстеразы в сыворотке встречается при кахексии, пониженном питании, 
хронических инфекционных заболеваниях, как, например, туберкулез и так 
далее. 

Падением активности в остром периоде инфекционного гепатита отличается 
также каталаза (66). В периоде реконвалесценции наблюдается возвращение 
се активности к норме, а при длительном течении заболевания отмечается 
дальнейшее падение уровня фермента. Фермент находится в эритроцитах, 
и потому в них, а не в сыворотке определяют колебания уровня этого фермента. 

Совершенно иначе обстоит дело с глюкозофосфомутазой. Продукция 
холинэстеразы в печени падает и параллельно этому уменьшается ее актив- 
ность в сыворотке крови. Трансаминазы и другие ферменты „плазменного 
комплекса тканевого некроза“ изчезают из печени и количество их увеличи- 
вается в плазме. Активность же глюкозофосфомутазы при гепатитах увеличи- 
вается одновременно и в печени и в плазме. В плазме здоровых людей этот 
фермент практически не обкаруживается. Активность его в плазме появляется 
и иногда резко увеличивается в остром периоде гепатита, менее отчетливо 
в периоде обратного развития заболевания. Содержание фермента довольно 
часто повышается при застойной желтухе. Зато это явление не имеет места 
при циррозе и застойной печени (107, 113). Однако изменения ферментативной 
активности во многих случаях бывают нетипичными. Поэтому вам кажется, 
что этот фермент не станет „ферментом будущего“ в диагностике заболе- 
ваний печени. Тем не менее мы останавливаемся на нем несколько подробнее» 
чтобы подчеркнуть, каким сложным и разнообразным комплексом де 
совокупность ферментативных изменений, имеющих место при заболеваниях 
печени. Необходимо будет изучить происхождение и условия ат 
каждого фермента в плазме (колебания глюкозофосфомутазы нам ре, 
прежде, чем окончательно определить роль и место ферментологии в диаг“ 
стике заболеваний печени. КИ 

В этом длинном ряду ферментов, связанных с возможностью “ня 
заболеваний печени, не может наконец, не оказаться щелочной фосфат 
(фосфомоноэстеразь). Хотя этому ферменту уже довольно давно прида 
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Как выявлено иммунохимическими методами, 75—93% щелочной фосфа- 
тазыь активность которой повышается выше нормального уровня, происходит 
из костной ткани. Этот фермент выделяется в желчь печенью, которая в этом 
процессе играет роль очищающего органа (53). Невозможно исключить на- 
личие в организме других источников этого фермента и прежде всего самой 
печени. Однако на их долю приходится лишь небольшая часть общего коли- 
чества фермента. При затруднении оттока желчи в кишечник выделение 
печенью фосфатазы замедляется и она накапливается в крови. Таким обра- 
зом усиление активности щелочной фосфатазы в крови, если избыток ее не 
вызван усиленным поступлением из скелета (рахит, болезнь Раяе, саркома 
и так далее), является доказательством наличия препятствия в желчных 
путях, а это можно легко отдифференцировать. Как и все остальные, эта 
проба не является идеальной в диагностике застойной желтухи. 

Если уровень трансаминазы постоянно и значительно увеличивается при 
паренхиматозных желтухах и непостоянно и в меньшей степени, при механи- 
ческих желтухах, то так здесь наоборот, значительный и постоянный рост 
имеет место при механических желтухах и умеренный рост при гепатитах. 
Если за границу нормы принять 10 единиц К1п5-Агтзгопе, то 10—30 единиц 
это та зона, где заходят друг за друга патологические величины паренхима- 
тозного и застойного происхождения. Количества, превышающие 30 единиц, 
свидетельствуют о препятствии в желчных путях, за одним исключением — 
острой желтой атрофии печени, где также имеет место высокий уровень 
фермента. 

Следует подчеркнуть, что если речь идет о препятствии в желчных путях, 
то эта проба бывает положительной не только при полной закупорке общего 
желчного протока и типичной механической желтухе, но и при частичной 
обтурации мелких желчных ходов, например, при опухолях печени, тубер- 
кулезе, лимфогрануломатозе, при суживающем протоки циррозе, и даже 
при холестатическом гепатите (например, после хлорпромазина). Потому 
может иметь место диссоциация между фосфатаземией и билирубинемией. 
Отсюда, эта проба является наиболее чувствительной (наряду с 5-нуклеоти- 
дазой) не только на механическую желтуху, но и на проходимость системы 
желчных путей. Несмотря на то, что в определенных границах ее показатели, 
вызванные застоем желчи и повреждением паренхимы перекрываются, и не- 
смотря на то, что эта проба не дает возможности дифференцировать между 
вне- и внутрипеченочной причиной обтурации и также между ее злокачествен- 
ным или доброкачественным харакгером, она является очень ценной диагно- 
стической пробой (7, 53, 76, 99, 100), если только правильно понимать и интер- 
претировать ее. 

В конце главы о ферментологической диагностике заболеваний печени 
мы хотели бы посвятить несколько слов оценке ферментологических тестов. 
Нам кажется, что в настоящее время никто уже не надеется найти один „наи- 
лучший“ фермент, который одной пробой решит дифференциальный диагноз 
того или другого заболевания. Мы уже вначале пытались выразить свои 
сомнения, исполнит ли эту роль какая-нибудь констеляция ферментов „плаз- 
менного комплекса тканевого некроза“ (или другие родственные констеляции 
ферментного спектра, ферментной биопсии, органо-плазменной биопсии и так 
далее). ФФермевтологической диагностике несомненно принадлежит довольно 
большая роль, так как она приносит важную имформацию, недоступную для 
других методов исследования. Однако значение этих исследований не превы- 
шает значения остальных данных, а стоит в одном с ними ряду. Диагностика. 
заболеваний печени должна остаться в руках лечащего врача, а не лаборанта. 
Она должна включать, кроме основного врачебного исследования, рентгено- 
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логические, эндоскопические и лабораторные данные. Даже в 
области ферментология не вытеснит всех других лаборатор 
а должна войти в их состав. Речь идет о том, в каком объеме. 
ность описанных здесь ферментов, а ведь это не все, делает труд 
решения. Мы бы не хотели никсму навязывать своего выбора. 
что как до сих пор разные лаборатории, со сходными Результат: 
пользой для больного, пользовались разными наборами 
так и теперь они могут включить в свой обиход разные 
В качестве примера мы приводим комплекс лабораторных анализов, кот 

мы обычно производим в нашей клинике с целью дифференциальной д. 
стики заболеваний печени и желчных путей, вместе с обоснованием, ры 
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Таблица 17 


“Сопоставление лабораторных проб, применяемых в настоящее время в Ш Клини: 
Внугренних Болезней Силезского Медицинского Институт: -Я 


‘а в Бытоме (в насто 
время в Катовицах) для дифференциальной диагностики заболеваний а ” 











Проба Обоснование 
Билирубин Исследование функции печени 
Электрофорез белков плазмы Исследование функции печени 
"Гимоловая проба Исследование функции печени 
Проба с сернистым цинком Исследование функции печени 
Активность холинэстеразы Исследование функции печени 
Бромсульфофталеиновая проба Исследование печеночного с/еагатсе 
Активность щелочной фосфатазы Исследование проходимости желчных пу- 

тей 

Активность ЗОРТ Ферменты плазменного комплекса 
Активность $СОТ Повреждение тканей 


ПОДЖЕЛУДОЧНАЯ ЖЕЛЕЗА 


Поджелудочная железа, орган, продуцирующий и выделяющий большое 
количество таких ферментов, как трипсиноген, химотрипсиноген, амилаза, 
липаза, карбоксипептидаза и другие, должна открывать широкие горизонты 
для ферментологической диагностики. И действительно, поджелудочная 
железа пожалуй была первым органом, заболевания которого распознаны 
при помощи ферментативных анализов. С введением зондирования двенад- 
‹цатиперстной кишки появилась возможность исследования ферментов Не- 
посредственно в панкреатическом соке. Благодаря тому, что эти ферме. 
переходят в кровь и выделяются с мочой, их можно исследовать в этих и 
доступных материалах. Однако, несмотря на это, диагностика ее 
поджелудочной железы остается очень трудной и сомнительной. про 
которые можно сделать на основании результатов анализов сене = 
выше ферментов, относятся к функции поджелудочной железы, так к цио- 
продукция и выделение являются функцией этой железы. Для > 
нальной диагностики этого органа необходимо хорошо знать его ран В 
Хотя мы производим исследования активности панкреатических вара = 
в крови, мы, однако, до настоящего времени не знаем, каким до: 
‘они проникают в кровь. Другим препятствием является огромная И большая 
ческая изменчивость выделений поджелудочной железы, очень дающих 
реактивность ее на органические и функциональные расстройства окр: И ани 
<е органов, и даже на психические раздражители. Эти раздражители де 
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как гуморальным, так и нейрогенным путем. 
желудочной железы изменяется в значительно. 
ваниях этого органа, но и при заболеваниях 
этим путем мы бы хотели их отдифференциро 
мер, У 24% больных вызывает 
ау 16% — повышение активности липазы. В дуоденальнох 
но отмечается высокая концентрация ферментов и тен 
нениям. При ахилическом гастрите в дуоденальном содержимом отмечается 
падение ферментной активности и пониженная реактивность на раздражители. 
При остром гепатите примерно у 60% больных отмечается увеличение актив- 
ности липазы и умеренное падение активности амилазы. При хронических 
гепатитах активность этих двух ферментов в крови очень часто снижается. 
Чаще всего эти расстройства сопутствуют заболеваниям желчных путей 
и особенно желчнокаменной болезни, при которой — в 60% случаев отме- 
чаются колебания активности липазы и в 30% — амилазы (20, 21, 22). На- 
конец, изменилось наше представление о специфичности этих ферментов 
в крови. Оказалось также, что результаты анализов этих ферментов могут 
изменяться в зависимости от лечения (применение таких лекарственных 
препаратов, как опиаты и другие). 

Ввиду вышесказанного, одно лишь исследование панкреатического сока, 
полученного путем дуоденального зондирования, оказалось недостаточным, 
и поэтому большие надежды возлагались на пробу с секретином. Но и эта 
проба имеет ограниченное значение, ее нельзя производить при остром панкре- 
атите ввиду тяжелого общего состояния больного. При новообразованиях 
результат пробы может быть очень разнообразным, в зависимости от ло- 
кализации опухоли и сдавления ею протока поджелудочной железы. Коли- 
чество дуоденального содержимого, полученного зондированием, обычно 
уменьшается, зато активность диастазы в нем увеличивается. Огмечается 
также преходящее увеличение концентрации бикарбонатов в дуоденальном 
содержимом, особенно при опухолях головки поджелудочной железы. При 
хронических панкреатитах количество выделяемого панкреатического сока 
обычно ке изменяется, зато концентрация бикарбонатов в нем уменьшается. 
Активность диастазы также проявляет тенденцию к уменьшению. Однако 
все эти признаки изменчивы. Уже сам способ получения материала и неод- 
нородность его (примеси) должны будить сомнения. В настоящее время укре- 
пилось мнение, что секретиновая проба функции поджелудочной железы не яБ- 
ляется отчетливой и не деет того, чего мы ожидаем в диагностике этого органа. 

Охотнее производится анализ панкреатических ферментов в крови и моче. 
При остром панкреатите концентрация фермевтов действительно резко 
увеличивается. Так, активность амилазы исчисляется в тысячах единиц. 
Активность липазы в крови увеличивгется всего в несколько раз (20, 21, 22). 
Поэтому исследование амилазы более широко распространено. 

Сдавление протока поджелудочной железы на 1 час еще ке приводит 
к повышению уровня амилазы в крови. Уровень амилазы начинает расти 
лишь через 2 часа. Поджелудочная железа весом в 100 грамм в состоянии 
освободить столько амилазы, что активность ее в крови человека весом в 70 кг 
может возрасти до 4000 единиц (62). Следует, однако, помнить, что есть аа 
и другой орган с высоким содержанкем этого фермента, а именно, еж 
железы, и при паротитах также отмечается довольно большсе увеличе — 
активности амилазы в крови. Известно, что это увеличение является пе 
ходящим, длящимся 2—4 дня, и если анализ произведен слишком поз» 
то его можно и не заметить. Следует также помнить, что опиаты ры 
Уровень этого фермента (8, 62) в крови, и он остается повышенным д 
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долго, а при явлениях „острого живота“ больной мог получать п 
опия перед взятием крови для анализа. При дифференциальной пара 


шенным при заболевании так похожем по своей клиническо 2 ПОВЫ. 
му панкреатиту, как прободная или пенетрирующая язва желудк Бо 
того, такой рост концентрации фермента может иметь место при киолЫШе 


Я Ишечни 
непроходимости и внематочной беременности, травмах черепа и ее. 
или травматическом шоке, после операций на органах брюшной полости и — 
почечной недостаточности. Последнее встречает однако воз при 


: ражения некото 
рых авторов (50). В случаях острого панкреатита, при соблюдении мер ост 
рожности, о которых речь была выше, эта проба является ценным Дополне. 
нием диагноза, который опытный клиницист может поставить и без того 

Что касается подозрения хронического заболевания поджелудочной Же. 
лезы, воспалительного или опухолевого характера, то, как нам кажется, 
можно было бы утверждать, что в этих случаях исследование амилазы в Крови 
и моче производят скорее традиционно, чем для реальной пользы. Вообще 
следует подчеркнуть, что причиной повышения амилазной активност 


И могут 
являться не только органы брюшной полости, но и различные другие факторы 
(а именно, опиаты, демерол, кортикостероиды и другие). Тем труднее Оценить 


‘небольшие колебания, так как оказалось, что то, что было принято счи 
нормой амилазной активности в крови, не связано с поджелудочной железой, 
Животному можно полностью удалить поджелудочную железу и слюнные 
железы, а активность амилазы в крови не исчезает и даже не уменьшается. 
Амилаза является очень распространенным ферментом, находящимся в клет- 
ках многих органов. Нам кажется, что регулятором уровня ес в крови скорее 
всего является печень. Ясно, что при таких сомнительных знаниях относитель. 
но нормы нельзя доверять изменениям, незначительно превышающим гра- 
ницу нормы. 

Липолитическая активность крови невелика и в наилучшем случае при 
некоторых заболеваниях лишь в четыре раза превосходит верхнюю границу 
нормы. Изменения активности ее в крови сходны с изменениями активности 
амилазы, с той только разницей, что выражены гораздо слабей (52). Поэтому 
они не очень пригодны в диагностике заболеваний поджелудочной железы. 
Они могут иметь некоторое значение для обнаружения осложнений при за- 
болеваниях соседних органов. Так, например, рост липемии при язвенной 
или желчнокаменной болезни может свидетельствовать об осложнении основ- 
ного заболевания панкреатитом. При панкреатите определение этого фермента 
может нам помочь следить за течением заболевания. Определение липазы 
в моче по существу лишено какого бы то ни было значения (92), хотя еще имеет 
<воих сторонников (93). Некоторые авторы считают более целесообразным 


при таких хронических заболеваниях поджелудочной железы, как рак а 
органа, определять в сыворотке активность трипсина, чем амилазы или липаз» 
{88). Однако представленный материал неубедителен. 

Посколько определение ферментов, выделяемых поджелудочной же 
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рогеназы и других. Относительно н 
ани поджелудочной железы не давало 
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юдается небольшой рост этих ферментов» Я 
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‚ ы 
р ототетующий рост форматов печени 
происхожд > ри хронических воспалительных про 
и новоооразованиях поджелудочной железы уровень трансаминаз м. 
редко, обычно до небольших величин, и не имеет ан мы 

Большой шум в последнее время вызвало предложение определения в =. 
воротке лейцин-аминопептидазы. Некоторые авторы (5, 13, 19, 44, 48 124) 
сообщают о большой специфичности пробы. Тогда, как у здоровых Е 
и у других больных активность лейцин-аминопептидазы в сыворотке равна 
4—54 единицам, то во всех случаях рака поджелудочной железы она отчетли- 
во повышалась (110—210 единиц). Такой же рост наблюдается при механи- 
ческой желтухе от других опухолей, а также при метастатических опухолях 
печени. При новообразованиях в других органах без метастазов в печень 
активность этого фермента остается нормальной. Не отмечается также такой 
высокой активности при вирусном гепатите, циррозе печени, желчнокамен- 
ной болезни, даже в тех случаях, когда закупорка общего желчного протока 
камнем приводит к желтухе. Это был бы подающий надежды тест, особенно 
на злокачественные опухоли поджелудочной железы. К сожалению другие 
авторы не подтвердили этой точки зрения (2, 54, 55, 130). Не отрицая явления 
повышения активности этого фермента в некоторых случаях, они доказывают, 
что этот рост не берет своего начала ни из панкреатической ткани, ни из опухо- 
левой. Поэтому они не видят основания к тому, чтобы этот тест являлся 
специфическим для поджелудочной железы или для ее опухоли. Не обнару- 
жено также, чтобы желчь была особенно богата эгим ферментом, что могло 
бы являться обоснованием роста активности этого фермента в крови при 
механической желтухе. На материале больных, не меньшем, чем у сторонников 
метода, они показывают, что эта проба может быть положительной, сомни- 
тельной или отрицательной у больных раком поджелудочной железы, а также 
что у значительного количества больных без опухоли поджелудочной железы 
можно встретить повышение активности лейцин-аминопептидазы того же 
порядка, что и при опухолях. Таким образом, наши сведения об этом фер- 
менте, изменениях его концентрации и происхождении следует считать еще 
недостаточными, а практическое значение пробы сомнительным и нуждаю- 
щимся в дальнейшем изучении. Что касается пептидазы, то опыт нашей кли- 
ники показывает, чло болыпие надежды при заболеваниях поджелудочной 
железы можно возлагать на определение у-глутамилтранспептидазы. 
В эксперименте на разных животных замечено, что при некрозе подже- 
лудочной железы, вызванном вирусом СохзасЫе или перевязкой протока, 


отмечается рост активности дезоксирибонуклеазы в ее арм 
< острым геморрагическим панкреатитом отмечался тако (3 109). Мето- 
и длительный рост активности этого фермента в к. Ее 
дика определения фермента требует наличия спектрофотометр: 


доступного реактива. 

Ввиду того, что определение одного какого ется недостаточным, 
хронического заболевания поджелу, дочной Е ые производят 
предложено производить 3 функциональные про ре ыы панкреозимин 
не только п уйто ‚но и внутри организма. Речь идет о ре 


том, меченным 
ом и пробу с триолеинатом, 
и секретин; пробу с нагрузкой крахмал т Другая заключается в сравни- 


Т*. Принципы первой пробы мы уже приве на 100 г крахмала. Отношение 
вании нагрузки отдельно па 100 г глюкозы и 


рассчитывают по формуле 
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-либо фермента для диагностики 
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где Р обозначает вершину гликемической кривой после глюкозы, уро 
натощак, Р’— вершину гликемии после крахмала, а Е’ — соответствующих Вень 
вень натощак. Если Х>> 100, то результат является положительным, велик 
| 70—100 считаются пограничными. Проба с радиоактивным триолеинатом и 
| чается в том, что больной натощак принимает капсулку, со держащую2 ти. 
]]®, после чего собирают пробы кала и без гомогенизации определят ис 
радиоактивность, в сравнении с образцом. В этом комплексе проб мы вен 
| таким образом, пробу выделения панкреатического сока после Физиологичес, 
кого раздражителя, пробу на внутрикишечную активность амилазы и 
(эти последние, к сожалению, вместе с одновременным всасыванием которое 
может являться отдельной неизвестной). Поэтому и после этого НоВоВвВеления 
| мы не ожидаем решительного улучшения плохих результатов диагно а 
Г заболеваний поджелудочной железы. 
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ЗАБОЛЕВАНИЯ ОРГАНОВ КРОВЕТВОРЕНИЯ 
ЕРРАБР $2С2ЕКТЛК 1 АММА УАМАКОВА 


ФЕРМЕНТНЫЕ РАССТРОЙСТВА ЭРИТРОЦИТАРНОЙ СИСТЕМЫ 


ФЕРМЕНТНЫЕ РАССТРОЙСТВА И ИЗМЕНЕНИЯ СИНТЕЗА ГЕМОГЛОБИНА 


> Состоящей из 4 гемов и 1 белковой моле- 


и массой примерно 66000. Гем, который придает 
гемоглобину характерную окраску, состоит из 1 атома железа, вмонтирован 


ного в середину 4 пироловых колец, со структурой порфирина. 

Каждая молекула глобина состоит из 2 пар полипептидных цепей, а авео * 
ир цепей, которые находятся в определенных пространных взаимоотноте” 
ниях. Группа гема находится между двумя петлями полипептидных цепей 
и при помощи гистидиновой группы связана с одной из этих цепей. брио- 
я 4 вида гемоглобина: А,, А», Аз и эмор! 


> взро- 
Основной составной частью гемоглобина (НБ) У ВЗР 
<лого человека является НЬ А,. 


о И эмбриональный гемоглобин около 20% 


ние называются также цепями 


ссмотря на то, что 


Л 
хороиг 
молекулярное строение четырех видов НЫ Е 

из р и 
Учено, их Физиологическое значение остается неясным. НЫ А1› Аз тм 
Имеют те же самые ® це и 


3 
> Только В цепи их отличаются друг от друга Ра 














‹оставом аминокислот. У нормальных людей в крови имеется 3 вышеперг- 
численных вида гемоглобина, сингез которых зависит от собственных генов. 
Количество НЫ А. увеличивается в пожилом возрасте. Количественное вза- 
имоотношение отделных видов НЬ зависит от возраста и от наследственных 
факторов; оно не зависит от перенесенных заболеваний. 

У плода в первую очередь образуется эмбриональный гемоглобин, затем 
НЬ А, и НЬ А.. Количество НЬ А, увеличивается перед рождением ребенка; 
после рождения уменьшается количество эмбрионального НБ. Наибольшее 
количество НЫ Е имеется при талассемии — файаззаениа таро: Наименьшее 
количество НЬ Е встречается при серповидно-клеточной и других видах на- 
следственной анемии, при которой имеется наследственное расстройство 
синтеза зрелого НЫ. НЬ Е может существовать одновременно с НЬ А ис не- 
правильными видами НЬу некоторых людей. Место образования эмбриональ- 
ного гемоглобина, которое обычно не функционирует у взрослых, остается 
активным, если синтез нормального зрелого НЬ расстроен. 








Рис. 63. Схема разделения различных фракций гемоглобина при хроматографии на бумаге. 


Расстройства синтеза НЬ могут иметь место во всех 4 цепях. Чаще всего 
встречаются расстройства синтеза в В цепи. Сюда относятся патологические 
‚формы НЬ $, С, Е. Отклонения НЬ $ и С касаются пептида 4 в В цепи. В этой 
цепи глутаминовая кислота в НЬ $ замещена` валином, а в НЬ С — лизином. 
ВНЬЕ отклонения имеют место в пептиде 26, в котором глутаминовая кислота 
замещена лизином. С генетической точки зрения гены НЬ $ и С являются 
множественными аллелями. Гены НЬ Е ведут себя, как множественный 
аллель гена НЬ $. 

Расстройства синтеза & цепи касаются НЬ А., А. и Е. Сюда относятся 
НЫ Ти Ох. 

Расстройства у цепи эмбрионального НЫ можно обнаружить в крови, взятой 
из пуповины непосредственно после родов. Сюда относится НМ [еззаз 
и МеКзараег. с : 

Наконец, при гемоглобинопалии, называемой талассемией, не обнаружено 
расстройств синтеза НЬ, но имеет место резкое снижение синтеза НЬ А., или 
юн совершенно отсугствует, а количество эмбрионального НЬ резко повы- 
шено. 

Патологические признаки НЫ можно выявить при электрофорезе на бумаге 
или на ионообменных смолах. Измененная молекула НЬ образуется под вли- 
янием мутации гена. Эти гены названы генами неправильного НЬ. 

Благодаря улучшенной технике исследования, количество выявленных 
патологических форм гемоглобина в последнее время так резко увеличилось, 
что некоторые из них обозначаются че буквами алфавита, а согласно местности, 
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где они были обнаружены (например, НЫ Илгусь). Этот недавно обна у 
ный НиИ2е и сотрудниками (32) неправильный НЬ не дает патологичес. 
симптомов. Тем не менее у двух членов семьи, у которых обнаружен еь 
вид гемоглобина, после приема сульфонамидов появились онасные для = Е. 
гемолитические кризы. ЗНИ. 

Расстройств в функции транспорта кислорода и двуокиси углерода патологи, 
ческими формамии гемоглобина не отмечается, так как генетические изменени - 
касаются глобина, а не гема. Но патологические формы гемоглобина сок - 
щатот длительность жизни эритроцитов и поэтому могут ЯВЛЯТЬСЯ одной 
причин анемии. 

Гемоглобин $ при серповидноклеточной анемии встречается почту 
чительно у негров, у некоторых племен почти в 30%. Установлено, 
кулы НЬ $ диссоциируют ассиметрично, и что специфическая аномалия НЬ $ 
заключается в понижении растворимости его в редуцированном состоянии. 
Ферментный дефект заключается в том, что НЬ $ вместо глутаминовой ки- 
слоты содержит валин; это ведет к расстройству фосфорилирования. 

Эпидемиологические исследования последних лет показали, что негры с гс- 
моглобином $ менее восприимчивы к малярии, чем негры с нормальным ге- 
моглобином. Таким образом НЬ $ создает худшие условия развития для па- 
разита малярии, находящегося в эритроците, и поэтому в некоторой степени 
является защитным фактором против малярии. 

Клетки, которые содержат НЬ $, могут принимать серповидную форму при 
низком парциальном давлении кислорода. НЬ $ может привести к анемии, 
если существуют другие факторы, обусловливающие ве появление. К послед- 
ним относятся: соотношение патологического НЬ $ и нормального НЬ А, од- 
новременное наличие другой патологической формы НЬ, а также активность 
компенсаторного эритропоэза. 

Неспособность клетки с поврежденным или измененным геном к продукции 
нормального гемоглобина может привести к увеличению количества патологи- 
ческого НЬ. Например, при серповидноклегочной анемии увеличение синтеза 
патологического Н® $, как и торможение синтеза нормального НЬ А, регули- 


д ИСКлю- 
Что моле- 


и достаточного снабжения клетки гемоглобином. . 
Серповидноклеточная анемия является хронической врожденной ге- 
молитической анемией, зависящей от наличия в эритроците НЬ $. Оба р зх 
дителя ребенка, страдающего анемией, являются носителями признака 5; 
ребенок имеет два гена $. При явной серповидноклеточной анемии нормаль- 
ного НЬ А не бывает, имеется только комбинация НЬ Е и НЬ $. Заболевание 
встречается у американских негров, иногда у мулатов. ЕЕ 
У больных (гомозиготы $$НЬ) отмечается постоянная умеренная анемия суР°- 
личенным количеством ретикулоцитов и с мишеневидными клетками. У чьей 
ная билирубинемия. В процессе заболевания появляются кризы с повы г 
температуры и болями в конечностях и брюшной полости, а также лейк ей 
Иногда наблюдается расширение сердца. Тромбозы и инфаркты во ей 
них органах вносят разнообразие в клиническую картину данного 34 жи- 
вания. Больные обычно Умирают не дожив 10 летнего возраста, редко д° 
вают до 40 лет. сего 
агноз подтверждает серповидная форма эритроцитов. Чаще я ют 
пользуются следующим тестом: каплю крови больного смеш итро- 
с 2% ниросульфитом натрия на предметном стекле. Через 15 минут ЭР 


>. $ под- 
цитьг приобретают серповидную форму. Электрофоретический анализ т 
тверждает наличие НЬ 5: 
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При легкой форме (гетерозиготы) серповидноклеточная анемия протекает 
латентно, проявляется как носительство. В этих случаях рядом с НЬ $ имеется 
НЬ А. Гетерозиготы 5 А составляют 7—90/, американских негров. 

Гемоглобин С может встречаться )в 


гомозиготной форме у особей с 2 
генами НЫ С. Гемолитическая болезнь, которая при этом имеет место, проте- 
кает доброкачественно; 


спленэктомия не оказывает решающего влияния на 
течение заболевания. Заболевание встречается У негров; 2) в гетерозиготной 
форме, при которой рядом с НЬ С имеется нормальный НЬ А. 

Ген НЬ С может также встречаться в сочетании с геном НЬ $, вызывая 
серповидноклеточную анемию, НЬ С. Известны также сочетания НЬ [5 
с одним из генов талассемии. Сочетание НЬ Си А протекает бессимптомно 
и касается носителей признака НЬ С. 

НЫЕ встречается у детей с так называемой нетипичной анемией и склон- 
ностью к гемолизу. Это доброкачественный гемолитический симптомокомплекс. 

НЫ Ш встречается при гемолитических состояниях, при которых не отме- 
чается серповидности эритроцитов. В электрофоретическом поле перемеща- 
ется также, как гемоглобин $. Встречается у американских индейцев, негров 
в Африке, Алжирцев и Турков. 

Но Г как и НЫ О встречается редко. Гемоглобин Н состоит из 4 В цепей 
и его иногда можно обнаружить у носителей гена талассемии. Гемоглобин 
Вагпоотлемз содержит 4 у цепи, встречается у новорожденных — носителей 
гена талассемии. Перечисленные формы гемоглобина состоят, таким образом, 
из четырех одинаковых цепей. Такие связи возможны между р и у цепями, 
но невозможны между х цепями. 

Талассемия или анемия Кули. При электрофорезе патологических 
форм гемоглобина не обнаруживается, но отмечается резкое увеличение коли- 
чества эмбрионального НЬ у взрослых, иногда до 90%, при уменьшении коли- 
чества НЬ А, иногда даже при полном отсутствии его. Кроме того увеличи- 
вается количество НЬ А,, который, однако, при африканской талассемии мо- 
жет отсутствовать. Увеличенное количество НЬ А, как и эмбрионального гемо- 
глобина заставляет предполагать, что расстройство может касаться образо- 
вания В цепей. При этом могут иметь место две возможности : или синтез цепей 
происходит нормально, но слишком медленно, или же существует не обнару- 
женное до настоящего времени расстройство в синтезе В цепей (34). 

'Талассемия встречается у белых жителей побережия Средиземного моря, 
в некоторых районах Азии и Африки, там, где встречается эндемически ма- 
лярия. Различаются две формы: 

1. Трайаззаета тауот у гомозигот; 
носителями гена талассемии. тех ыы 
ребенка таких телей и обычно при; 2 Е 
Анемия В кажиеоной, микроцитарной, гипохромной. Количество 

а шеневидные эритроциты. Осмоти- 
ретикулоцитов увеличено; встречаются ми Количество эритробластов 

и: оо кв чыдовитьые: РТ: Е Коли- 

в кост ено. Отмеч: 

В инрюва и уробилиногена в моче увеличено. Печень и се- 

лезенка ны. Лицо имеет монголоидное выражение, голова 

иногда увеличе Иногда наступают гемолити- 
большая, череп деформирован (остеопороз). 

ческие кризы. 

2. Триаззаета ттог встречеатся у гетерозигот, р У Же Я 9 
талассемии. У больных, страдающих этой формой заболевания, проц ри 


нального гемоглобина является более низким» чем в предыдущей форме. 
болевания более легкое, так что больные 


т‘ническая картина и течение за 
Доживают до зрелого возраста. Иногда, однако, трудно различить эти две 


в этих случаях оба родителя являются 
ание имеет место у каждого четвертого 
дит к смерти в детском возрасте. 
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Формы. Некоторые авторы 
талассемии, а несколько генов, 
болевания. 


› сходные с талассемией, при кот 
я также гемоглобин С и орых, к 
комбинации генов НЬЕ с обоими генами НЫ 5и 


ы с 
ЗЕ и СЕ. Установлено, что ген Е является ответс» жа ЗомбиНации г 
наличие эмбрионального гемоглобина, 
а также гены классической талассе 
морфными формами генов. 
Увеличенное количество Э 
мии Фанкони (34). 


и локализуется там же 
мии. Таким образом они ЯВлЛЯЮтся алле/” 
‘лело- 


мбрионального гемоглобина обнаружено при 
> ане- 


ВРОЖДЕННЫЕ ФЕРМЕНТНЫЕ РАССТРОЙСТВА СИНТЕЗА НОРМАЛЬН 
ГЕМОГЛОБИНА, СВЯЗАННЫЕ С ГЕМОМ ны 


Врожденная метгемоглобинемия характеризуется патолог: 
коплением в крови метгемоглобина, в результате того, что трехвалентное 
железо метгемоглобина неспособно к редукции и к окислению в двухвалентное 
железо гемоглобина. В физиологических условиях метгемоглобин составляег 
меньше, чем 1% пигмента крови; при этом заболевании может дойти до 30° . 

Различают два вида врожденной метгемоглобинемии: 

1. В одной группе больных имеется дефицит кофермента фактора 1 (фла- 
вопротеин, диафораза, липоамиддегидрогеназа). Этот фермент необходим для 
процесса ферментативного превращения метгемоглобина в гемоглобин; ката- 
лизатором его является метгемоглобинредуктаза. Этот процесс заключается 
в надлежащем использовании глюкозы или лактата и требует достаточного 
количества редуцированного дифосфопиридиннуклеотида (НАД-Н,). При 
спектральном анализе отмечается болышое количество метгемоглобина. 

2. У больных другой группы имеется патологический гемоглобин М, ко- 
торый можно обнаружить в спектре поглощения и на основании неправиль- 
ного перемещения при электрофорезе. Он легче окисляется, чем другие формы 
патологического г емоглобина и при спектральном анализе не отмечается увели- 
чения количества его в зоне метгемоглобина. а 

В этих случаях у новорожденных или у детей раннего возраста се 
значительный цианоз, с которым связана значительная гипоксия и еыЕЫ 
ство функции тканей. Отсутствуют симптомы врожденного Е ае 
пальцы в виде барабанных палочек, изменения в легких и са се тай 
тельное применение метиленовой синьки устраняет цианоз и свя 
симптомы, как, например, головные боли. о ингрыичрот- 

Расстройства метаболизма порфирина подро е ферментов, регули- 
дельной главе. Они относятся к расстройствам в еек процессе прини- 
рующих образование эритроцитарного порфирина. трикарбоксило- 

й янтарной кислоты и тиц, 
вым циклом; катализирует реакцию активной янтар Вторая групи 
лоты В ПОР 


ическим на- 


а (65). а образу- 

еханизм 5 

В результате расстройства лить На: 

ется порфирин. Согласно \У7а 
1) ротрйума егугйтороейса 


2) ротрйума йераиса (69). 
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1. Рогрйума егуйтороейса, или Ротрйуна сопрепйа, согласно Спешег 
является генетически обусловленным заболеванием, которое характеризуется. 
чрезмерным патологическим образованием порфирина в эритроцитах, разви 
к -2 
а начинается в ядре нор- 
ание порфирина в печени. 


расте. Костный мозг имеет характер гиперб. 
кого. Нормобласты содержат большое коли: 
же, как эритроциты и селезенка. В моче, 

ется большое количество про- 
которых случаях удаление ув 
улучшение. 


2. Рогрйума Перайса. Синтез порфирин происходит не только в костном. 
мозге, но и в печени, в связи с образованием цитохрома, каталазы и других 
ферментов гема. Синтез происходит таким же образом, как и в костном мозге. 
Эту форму порфирии характеризует усиленное и патологическое образование 
порфиринов в печени. При экспериментальной порфирии печеночного типа 
обнаружено прогрессивное уменышение синтеза каталазы в печени. 

Печеночную форму \Уа5оп делит на следующие подгруппы: 

а) острая интермитирующая форма. Характеризуется приступами, 
длящимися двое суток и больше, с ремиссиями, более или менее длитель- 
ными. Во время приступов имеют место симптомы со стороны органов брюш- 
ной полости и нервной системы. Приступы могут быть вызваны различными 
химическими веществами, особенно барбитуратами, сульфоналом, седормидом, 
эрготамином, хлорохином и другими. Иногда приступы появляются после 
злоупотребления алкоголем или под влиянием психического шока. Боли 
в брюшной полости носят коликообразный характер, и их нередко приходится 
дифференцировать с острым аппендицитом, почечной и печеночной коликой, 
прободной язвой желудка. Однако температура не повышается, лейкоцитоза 
не бывает, живот мягкий, стул задержан. 

Неврологические симптомы могут быть со стороны периферических нервов» 
бульбарные, или со стороны вегетативной нервной системы. Могут появиться 
также психические симптомы. Поведение больного иногда напоминает истери- 
ческий припадок, иногда появляются эпилептиформные И и Е 
можно обнаружить А-аминолевулиновую кислоту, копропорфирин уро 
порфирин Г. С мочой выделяется также порфобилиноген. ее 

поздняя кожная форма (ро’рйума сшапеа ав о 
которые имеют место при этой форме, выражены меньше, чем пр я г ей 
этической порфирии, и обычно появляются после 40 . ие о 
имеют место расстройства со стороны печени, в моче о За НЕ быаа 
ТВо порфирина, в кале — копропорфирина. етим Зоной ВВАЮНВЕ 

В) смешанная форма. Кроме симптомов со стороны бр 


с РВНОЙ юочные симптомы, которые 
Рвной системы и кожных, могут появляться печен 


ВЫдвигаются на первый план. Иногда отмечается желтуха» О м 

о Цирроз печени. В анамнезе часто алкоголизм. Наступают р ры пор- 

Функции печени. В моче имеется уропорфирин Ти а т: ля 
°билиногена обычно не бывает, но в случаях с нервными р 


с 
Чиптомами может быть. 


ластического или нормобластичес- 
чество уро- и копропорфирина Т, так 
обычно красного цвета, также име- 
и копропорфирина Т, а в кале наоборот. В не- 
сличенной селезенки может дать немедленное 


АЛЬТ, 
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ФЕРМЕНТНЫЕ РАССТРОЙСТВА ЭРИТРОЦИТОВ 
Особое строение эритроцита — безъядерной клетки — обусловливает ее 
метаболизм, почти исключительно зависящий от бескислородного гликолиза. 
В эритроците сохранились лишь незначительные возможности кислородного 
метаболизма углеводов. Ввиду потери ядра эритроциту требуется в 200 раз 
меньше кислорода, чем ядерному эритробласту. Также и потребность его 
в энергии гораздо меньше. 
Бескислородный гликолиз в эритроците происходит обычным путем. В нор- 
мальном эритроците обнаружены все ферменты цикла МеусгроЯ-ЕтЬЧеп- 
-Рагпаз. Кроме того, эритроциты способны использовать возникшие в про- 
цессе гликолиза трифосфатные метаболиты еще и другим путем, то есть 
в цикле Варарро Тлебегше (цикл метаболизма фосфатных соединений). 
Метаболизм трифосфатных соединений в вышеназванном цикле можно счи- 
тать адаптационной реакцией эритроцитов. Он заключается в посредничестве 
в накоплении энергии, неиспользованной в процессе гликолиза богатых энер- 
тетически фосфатных соединений. Биологическое значение этого цикла за- 
ключается также во взаимодействии реакций, близких по действию адевозин- 
трифосфатазе (АТФ-азе), которой нет в эритроцитах человека. Отсутствие 
активной АТФ-азы в эритроцитах способствует преобладанию гликолиза. 
В нормальных условиях кислородный обмен не принимает участия в мета- 
болизме глюкозы в эритроцитах. Кислородный обмен имеет место лишь тогда, 
когда имеется система транспорта электронов, которая обеспечивает непре- 
рывность окисления НАДФ-Н.. В эритроцитах система транспорта элек- 
тронов отсутствует. 

Редукцией гемоглобина управляют различные ферментные системы, 
главную роль из которых играют метгемоглобинредуктаза и глутатионредук- 
таза. 

Метгемоглобинредуктаза. В нормальном эритроците концентрация 
метгемоглобина не превышает 1%. Такой низкий уровень его в эритроците 
зависит от регенерации редуцированных пиридиновых нуклеотидов. Суще- 
ствует два ферментных способа редукции метгемоглобина в эритроците, 
путем: 

1) фермента, связанного с НАДФ-Нь, который управляет обменом кисло“ 
рода в инкубированных эритроцитах и имеет практическое значение при кон- 
сервировании крови; 

2) фермента, связанного с НАД -Н,. Фермент этот является производным 
флавина (флавопротеид) и обладает редуцирующими способностями по отно- 
шению к метгемоглобину не только в клетках, но также и в гемолизатах 
эритроцитов. 

В нормальном эритроците имеется еще и другая ферментная система, обес- 
печивающая редукцию метгемоглобина. Известно участие глутатиона: 


МеНЬ +2С5Н —НЬ + С$$С. 


Глутатионредуктаза катали „татиона 
$9) че гализирует редукцию окисленного глут 
А рез редуцированный трифосфопиридиннуклеотид (НАДФ .Н.) по 


НАДФ`Н, +6556 +Н, НАДФ +26$Н 


Е. 5 
о метгемоглобинредуктаза действуют сходным образом, одииа 
эф ного т в присутствии НАДФ-Н., так и -Н.. Для 
ИСКОДЯЩЕЬ я этого фермента необходимо наличие кофактора» про” 
лочки. Редуцированный глутатион (С5Н) имеется в 
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ом количестве в нормальных эритроцитах. Глутатион редуцирует метгемо- 
глобин. Его наличие в эритроцитах защищает гемоглобин и предохраняет его 
от окисления. Наличие редуцированной формы глутатиона имеег огромное 
значение и для других видов обмена. С глутатионом тесно связана лактол- 
глутатион-лиаза, которая имеется в эритроцитах. 

В неповрежденных эритроцитах, как и в их гемолизатах, отмечается отчет 
ливая фосфатазная активность, причем она различна с точки зрения РН, 
и зависит также от активности фосфатаз плазмы и лейкоцитов. Наибольшей 
активностью обладает кислая фосфатаза. 

Глюкозофосфат-изомераза (ГФИ). Активность этого фермента в эрит- 
роцитах в среднем в 100 раз превышает активность его в плазме или в сы- 
воротке. При некоторых видах гемолитической анемии активность ГФИ 
эритроцитов падает в противоположность повышению активности лактатде- 
гидрогеназы. Рост отношения активности лактатдегидрогеназы к ГФИ может 
являться показателем интенсивности гемолитического процесса в крови. 
Увеличение активности ГФИ отмечается при хроническом миелоидном 
лейкозе. 

Лактатдегидрогеназа. Рост активности этого фермента в сыворотке 
отмечается при серповидноклеточной анемии (в среднем в 3—4 раза) и еще 
больший при мегалобластической анемии. Возможно, что повышенная актив- 
ность фермента отражает патологический метаболизм незрелых клеток, ха- 
рактеризующийся высокой гликолитической активностью. 

Повышенная активность ферментов имеет место также у большинства 
больных с острым и хроническим лейкозом; в периодах ремисии активность 
возвращается к норме. Ферментная активность повышена также при утрйо- 
Ые СИС та тайспит. 
тоне" Эритроциты человека содержат фосфорибомутазу Н. 

Протеолитические ферменты. В эритроцитах обнаружено 3, а в по- 
следнее время даже 4 разных фермента, которые обладают способностью 
переваривания денатурированного белка гемоглобина. Они находятся в 0бо- 
дочке эритроцита, из которой их можно экстрагировать при помощи КСМ$ 
или бутанола. Оптимум их действия лежит при разном РН. 

Нуклеотид-пирофосфатаза. Фермент обнаружен в оболочке эритро- 
цитов. Обладает действием, направленным на внеклеточный НАД. 

Каталаза. Фермент находится в геме и вероятно выполняет защитную 
роль, предотвращая окисление гемоглобина. От каталазы зависит способность 
гемоглобина разлагать перекись водорода. 

Карбоангидраза. Благодаря этому ферменту эритроциты обладают 
способностью быстрого преобразования двуокиси углерода и воды в угольную 
кислоту. Возможно, что она играет еще и другую роль в эритроцитах» а именно» 

у принимает участие в процессе переноса двуокиси углерода из тканей в легкие. 
рой Этот фермент специфически тормозится сульфамидами. Однако, ввиду 

высокой концентрации его в эритроцитах, даже максимальные терапевтичес- 
кие концентрации сульфамидов являются для фермента еще оДыОвОроНЕь 
цетилхолинэстераза эритроцитов является специфической эстеразой 
я ацетилхолина, в отличие от эстеразы плазмы, которая не обладает такой 
специфичностью. Это в основном фермент оболочек эритроцитов, а роль 

“Го в транспорте калия все еще является предметом спора. 
\ Глюкозо-6-фосфат-дегидрогеназа отличается меньшей активнос- 
ТЬЮ в старых эритроцитах. Из этого факта — уменьшения ферментной 
активности Г-6-Ф-дегидрогеназы в периоде старения эритроцита — следует, 
аки РОДолЖителЬНоСтЬ жизни ор, ОЕ в 

сти некоторых ферментных систем (54, . 
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Трансаминазы в цельной крови обладают большей 
в сыворотке. Это свидетельствует о более высокой активности фе 

в эритроцитах. Активность СОТ в цельной крови при врожденной и не 
тенной гемолитической анемии является в среднем в два раза более мы 
чем в норме, особенно при увеличении числа ретикулоцитов. Рост активност’ 
СОТ имеет место также при злокачественной анемии, особенно в ра и 
ретикулоцитарной регенерации. де 


активностью че: 
5 М 


ФЕРМЕНТОПАТИИ ЭРИТРОЦИТОВ 


Причиной некоторых метаболических расстройств эритроцитов ЯВЛЯЮТСЯ 
специфические ферментные дефекты. Они прежде всего касаются врож- 
денных гемолитических анемий. 

Отсутствие фермента или недостаточная активность его при наследствен- 
ных заболеваниях обусловлены генетически: заболевание является результа- 
том образования поврежденной или измененной молекулы фермента. В общих 
словах можно сказать, что поврежденный или измененный ген является 
причиной образования измененной белковой структуры. Структурные изис- 
нения могут не оказывать влияния на основную функцию молекулы. Напри- 
мер, структурно измененный гемоглобин при серповидноклеточной анемии 
не нарушает нормальной функции гемоглобина, то есть способности его к обра- 
тимому присоединению кислорода. Гемолитический эффект в этих случаях 
зависит от измененных физических свойств молекулы, не связанных с ее 
функцией. 


ГЕМОЛИТИЧЕСКИЕ ФЕРМЕНТОПЕНИЧЕСКИЕ АНЕМИИ 


Характерной чертой этой группы заболеваний является гемолиз, вызван- 
ный эндогенным дефектом эритроцитов при участии экзогенного фактора. 
При ферментоценической гемолитической анемии отмечается небольшой 
дефицит глюкозо-6-фосфат-дегидрогеназы (Г-6-ФД). Дефицит фермента 
касается только эритроцитов. Этот дефицит приводит к торможению редукции 
НАДФ-, увеличению содержания НАДФ -- и уменыпению содержания 
НАДФ’Н,. Так как редукция глутатиона зависит от наличия НАДФН,, 
то в эритроцитах уменьшается содержание редуцированного глутатиона. 
Уменьшение содержания НАДФ-Н, приводит также к снижению содер- 
жания НАД-Н,. Несмотря на снижение гликолитической активности 
эритроцитов, содержание АТФ, АДФ и АМФ является почти нормаль- 
ным. 

Ферментный дефект и расстройства обмена веществ сами собой не ведут 
к сокращению длительности жизни эритроцитов. Лишь после воздействия 
вредных экзогенных факторов дело доходит до расстройства обмена и гемо- 
лиза. Встречаются также морфологические изменения, как тельца Гейнца. 
К вредным факторам можно отнести следующие: примахин, пентахин, произ- 
водные анилина, ацетанилид, нитрофурантоин, хлорамфеникол, параамино- 
салициловая кислота, фенилгидразин, сульфонамиды, бобы (йа Газа). Сход- 
ным образом действуют некоторые патогенные вирусы. Примахин, а вероятно 
и другие вредные факторы, влияют на метаболизм эритроцита, кей я 
окисление редуцированных пиридиновых нуклеотидов НАД-Н, и НАДФ» 
Ферментопенические эритроциты особенно страдают от примахина, ввиду 
Уменьшенного содержания НАДФ'Н, и НАД-Н, и недостаточного Сны 
чества редуцированного глутатиона. В ферментопенических эритроцита? 
снижается количество АТФ ввиду торможения гликолиза. 
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Примахин вызывает гемолиз, особенно болес старых эритроцитов, в ко- 
торых уменьшено содержание редуцированного глутатиона, АТФ и НАД, 
Гемолиз» вызванный примахином, прекращается, несмотря на дальнейшее 
применение иреварата, что объясняется следующим образом: гемолитический 
криз, вызванный примахином, приводит к выбрасыванию молодой попу- 
ляции эритроцитов. В этих эритроцитах отсутствует Г-6-ФД, но они содержат 
нормальное количество редуцированного глутатиона, который предотвращает 
окисление некоторых пиридиновых нуклеотидов, катализируемых при- 
махином. 

Фавизм (багдадская болезнь), кото 
у детей в Сицилии и южной „Италии, является заболеванием, связанным 
с потреблением в пищу бобов (2121 /ата). Через несколько часов после приема 
в пищу бобов повышается температура, появляется тошнота, рвота, общая 
слабость, желтуха, гемоглобинурия. Увеличивается селезенка, иногда и пе- 
чень. Желтуха вызвана массовым распадом эритроцитов. Через несколько 


дней симптомы исчезают, остается только анемия. Имеются также абортивные 
формы заболевания. : 








рый встречается главным образом 


Фолиеваз 
Витамин 8;› кислота 
Предшественник | | р Глоссит 
пиримидиново0 —® Урацил — = Тинин — м 
основания кислота 
Мезалодпастическае 
пакроцитарная 
анемия 
Лериферический 
недрит 


Дидонуклеиновая кислота 

\\, Дегенеративные 
Ш ‚уменениЯ 
ГРинно20 9034 


Рис. 64. Влияние витамина Ви» и фолиевой кислоты на синтез рибонуклеиновой и оксири- 
бонуклеиновой кислот. 


При ферментопенической гемолитической анемии, вызванной примене- 
нием примахина, производных анилина, сульфонамидов, и других, перечислен- 
ных выше лекарственных веществ, клиническая картина заболевания являет- 
ся более бурной. После 2—3-дневного продромального периода появляется 
темная окраска мочи, в более тяжелых случаях может появиться желтуха, 
которой сопутствуют боли в брюшной полости и поясничной области. Затем 
наступает резкое падение уровня гемоглобина, эритроцитов и гематокрита, 
а в эритроцитах появляются тельца Гейнца. Здесь следует подчеркнуть, что 
некоторые авторы считают появление телец Гейнца доказательством частичной 
деструкции гемоглобина. Возникновение телец Гейнца связано также с обра- 
Зованием метгемоглобина. Количество ретикулоцитов в остром периоде за- 
болевания увеличивается, осмотическая резистентность эритроцитов остается 
нормальной, реакция Кумса — отрицательной. Несмотря на дальнейшее при- 
менение лекарственного препарата через неделю после гемолитического 
вы симптомы исчезают, а больной постепенно выздоравли- 

ает ). 

Лекарственные гемолитические состояния продолжаются ограниченное 
время. Они исчезают, когда большинство стареющихся эритроцитов будет 
заменено молодыми. Дефицит Г-6-ФД. не является качеством, свойственным 
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только эритроцитам, чувствительным к лекарственным Веществан. © 
рактеризует также все стареющие с гематологической точки зрения Норма ое 
эритроциты. “альные 
Ферментные расстройства, вызывающие изменения в эритроцитах 
быть приобретенными. К ним относится мегалобластическая ь 
анемия, которая появляется при дефиците витамина В 
ты, вызванном расстройством всасывания. 
Фолиевая кислота является катализатором химических реакций, ведуц 
к синтезу нуклеиновых кислот, главным образом дезоксирибонуклеино ыы 
кислоты клеточных ядер. Дефицит ее приводит к мегалобдастическому 
эритропоэзу и макроцитарной анемии. м 
Отношение фолиевой кислоты к витамину В:, окончательно не вы 
Оба вещества действуют как катализаторы химических реакций, ведущих 
К синтезу нуклеопротеинов. Отсутствие витамина В» расстраивает синтез 
рибонуклеиновой и дезоксирибонуклеиновой кислот, а отсутствие фолиевой 
кислоты — синтез последней. 


могут 
макроцитарная 
12› или фолиевой кисло- 


яснено, 


ФЕРМЕНТНЫЕ РАССТРОЙСТВА СИСТЕМЫ БЕЛОЙ КРОВИ 


зом. Более поздние исследователи (6, 23) обнаружили, однако, в лейкоцитах 
из экспериментального экссудата у животных, увеличение кислородного 
гликолиза. Сходные результаты получил Рииа (25) в лейкоцитах из крови 
здоровой крысы. Веск и \У’зепит, работая над клеточными гомогенатами, 
высказывают мнение, что нормальные лейкоциты обладают повышенным 
кислородным гликолизом. 

Таким образом более новые данные противоречат положениям Варбурга, 
который считал, что отчетливый кислородный гликолиз является призна- 
ком, характерным для опухолевой клетки, хотя его можно наблюдать в быстро 
размножающихся клетках ив клетках, поврежденных в связи с активизацией 
некоторых ферментных систем. Этот вопрос еще окончательно не разрешен. 

В циркулирующей крови лейкоциты обладают различным набором фермен- 
тов, в зависимости от вида лейкоцитов. Это связано с функцией, которую 
они выполняют, а также с различным их происхождением. 

Нейтрофильные гранулоциты. Их функция заключается в фагоцитозе, 
транспорте ферментов и бактерицидном действии. 4 

ление фагоцитоза связано с освобождением гистамина из клеток в местах 
повреждения и воспаления. Фагоцитарная способность зависит от количества 
протеолитических ферментов, оксидаз, и вероятно липаз, в нейтрофильных 
гранулоцитах. Нейтрофильный гранулоцит обладает гораздо . ‘большими 
протеолитическими свойствами, чем лимфоцит. Ионы Мо++ и Са*+ стимули- 
руют фагоцитоз. 

Нейтрофильный гранулоцит выполняег функцию транспорта Фержентог, 
которые освобождаются в тканях в месте повреждения. Он способствуе! 
проявлению воспалительной реакции и стимулирует функцию других ты 
имеющихся в воспалительном очаге. Лейкоциты также способствуют удале 
нию некротической ткани. ка 

Бактерицидная функция нейтрофильных лейкоцитов зависит от © 
дазы, которая расщецляет сахара на поверхности бактерий. Активно 


РН — 4,0 той среде, оптимум действия ее лежит пР 
59. 
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С точки зрения ферментологии, зрелый лейкоцит является особенн 
чувствительным к влиянию среды. Он изменяет свои ферментативные реа ии 
под влиянием некоторых гормонов, особенно эстрогенов, те ее 
роятно, тироксина, а также под влиянием воспалительных реакций 65), 

Нейтрофильный лейкоцит обладает гораздо более высокой гликолити- 
ческой способностью, чем лимфоцит. Активность ЕНТ в гранулоцитах в три 
раза больше, чем в лимфоцитах. Повышение активности щелочной фосфа- 
тазы в палочкоядерных и сегментированных гранулоцитах наблюдалось 
при стрессе, или же при возбуждении системы гипофиз-надпочечники. ° 
Молодые формы лейкоцитов не имеют фосфатаз. При патологических состо- 
яниях отмечается снижение щелочной фосфатазы при хроническом мие- 
лоидном лейкозе, и снижение кислой фосфатазы при хроническом лимфоидном 
лейкозе. 
| Глутаматдегидрогеназа обладает повышенной активностью в лей- 
| кемоидных клетках, при острых и хронических миелоидных лейкозах, а также 
при лимфоидных лейкозах. 

Ферментная активность аспартат-аминотрансферазы одинакова в нормаль- 
ных лейкоцитах и лейкемоидных клетках. 
| Лактатдегидрогеназа. Повышение активности этого фермента в сы- 

воротке является результатом распада клеток и не имеет специфического 

р значения. Однако согласно данным многих авторов активность этого фермента 

в клетках лейкоцитов и лимфоцитах при лейкозах является более низкой, 

, чем в нормальных клетках. Особенно высокие количества имеют место при 
остром течении заболевания и в терминальной его фазе. 

Альдолаза обнаруживает повышенную активность в клетках лейкоцитов 
при лейкозах. 

Мурамидаза (старое название — лизоцим). Фермент широко распростра- 
нен в организме, находится в крови, слюне, слезах, в большинстве паренхи- 
матозных органов, в отделяемой слизистой оболочки желудка. Особенно 
высокая активность этого фермента обнаружена в слизистой оболочке же- 
лудка, при воспалительных состояниях желудочно-кишечного тракта, напри- 
мер, при язвенном колите — сойиз исегоза, где количество его в [00-раз пре- 
|. вышают нормальный уровень. Источником этих высоких количеств фер- 
+ мента являются нейтрофильные гранулоциты. Кроме вышецеречисленных, 
Ю в лейкоцитах обнаружено много других ферментов, как лицаза, амилаза, 

каталаза, пероксидаза, холинэстераза, пептидаза, протеолитические ферменты, 
о, фосфорилазы и другие. 

Предполагается, что на почве ферментных расстройств возникает наследст- 

венное расстройство строения гранулоцитов, которое мы встречаем при ано- 
малии ядер Реоег-Ниег, при конституциональной гиперсегментации ядер 
нейтрофильных гранулоцитов и при аномалии зернистости А!@ега (наследствен- 
ные расстройства метаболизма полисахаридов). 
м Эозинофильные гранулоциты, согласно \Уацевап, транспортируют 
гистамин и разные токсические субстанции к местам ферментной инактивации, 
богатым гистаминазой, которые находятся главным образом в легких и тонком 
кишечнике. Эозинофильные гранулоциты содержат около 30% общего гиста- 
мина крови (66). В зернистости эозинофильных гранулоцитов, которая имеет 
белковый характер, обнаружены следующие ферменты: оксидаза, перокси- 
Даза, каталаза (эта последняя в ббльшем количестве, чем в нейтрофильных 
р транулоцитах). Кроме того обнаружены протеиназы, дегидрогеназы (преж- 
и Де всего сукциватдегидрогеназа), щелочная фосфатаза и вероятно кис 


а 
С лая Фосфатаза. В последнее время обнаружена также амилаза, липаз: 
т и трипсин. 
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Лим ф оциты являются местом вы 


работки антител. У. 
казали, что содержание рибонуклеино 


аппой и Нок, 
вых кислот в лимфо к 


ат по- 


высоким. Лимфоциты принимают Участие в синтезе бе: — мы очень 
В лимфоцитах имеет место как кислородный так и бескислородный ГЛ 
лиз, но менее интенсивный, чем в гранулоцитах. В изолированных Эдик 
тах обнаружено болышое количество ферментов: нуклеаза, аденозинкинай 
катепсин, амилаза, мурамидаза, липаза, а вероятно ит тротеазы. В ии фо = 
не обнаружено щелочной фосфатазы. ах 


Моноциты. Строение их ядра не отличается от других лейкоцитов 
В строении протоплазмы отмечены такие особенности, как наличие Цитохром.. 
оксидазы в овальных зернах диаметром 0,5—2 п, наличие дегидрогеназ 
отсутствие щелочной фосфатазы и наличие активности эстеразной фосфа- 


Тучные клетки. В тучных клетках отмечается высокий Уровень гиста- 


еток. Уменьшение количества 


цения гистамина в реакциях типа 
антиген-антитело, цосле введения АКТГ, гормонов ко 
и после стресса. Количество тучных клеток увеличивается при голодании, 
в состоянии гибернации, и при чекоторых кожных заболеваниях. Т Учные 


клетки появляются в костном мозге при апластической анемии, гемолити- 


Кроме гистамина, тучные клетки содержат гепарин и принимают участи. 
в ферментативных процессах свертывания крови. Таким образом ферментная 
активность лейкоцитов в физиологическом состоянии различна, в зависимости 
от вида клеток. Что касается гликолитической системы, то цикл МеуегвоЁ 


системы, обладают усиленными гликолитическими и протеолитическими 
свойствами. Эозинофильные гранулоциты отличаются от нейтрофильных 


меньшим потреблением кислорода и меньшей протеолитической функцией 
по Уаппогы (65). 


ерментная активность лимфоцитов при патологических состояниях 
Редко исчезает полностью; они продолжают выполнять такие жизненные 
функции клетки, как потребление кислорода, кислородный и бескислородные 
гликолиз, отмечается активность содержащихся в них ферментов. Это сви- 
детельствует о том, что снабжение клетки ферментами значительно превы- 
шает ее энергетические потребности. 

При экспериментальных воспалительных состояниях обнаружено уменыте- 
ние гликолитической и протеолитической функции нейтрофильного р 
лоцита, особенно в месте проникновения его в воспалительно измененные 
ткани. Ферментная же активность лимфоцита в этих случаях вероятно по 
вышена. 

При лимфогрануломатозе активность щелочной фосфатазы резко с ое 
и составляет в лихорадочном периоде примерно 380% нормальной акти 


ности. В периоде ремиссии активность фермента возвращается к. норме. 
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При хроническом лимфоидном лейкозе в лимфоците не обнаружено кисло- 


родного гликолиза (7, 48). Уаппое установил почти полное отсутствие гли- 
колиза в лимфобласте ‚при остром лимфоидном лейкозе; при хронической 
форме лимфоидного лейкоза этих изменений не было. 

При миелоидных лейкозах получены различные результаты. Иногда 


изменения были такими же, как при новообразованиях, иногда же не было 


никаких изменений (7). При остром миелобластическом лейкозе УаппогЯя 


обнаружил в миелобластах интенсивный гликолиз и повышенную активность 
эстеразы. Но протеолитическая активность и дыхательная функция были 
более слабыми, чем в нормальных нейтрофильных гранулоцитах. 

Колебания активности некоторых ферментных систем были исследованы 
также гистохимически. Уа]епйл и ВесК (63) обнаружили снижение активности 
щелочной фосфатазы лейкоцитов при миелоидном и хроническом лимфоидном 
лейкозе, при этих заболеваниях снижена активность лактатдегидрогеназы. 
При лейкозах снижена активность глюкуронидазы, а также протеолитичес- 
кая функция гранулоцитов. В воспалительных экссудатах повышается актив- 
ность мурамидазы в зависимости от наличия нейтрофильных гранулоцитов. 

В общих словах можно сказать, что активность некоторых ферментных 
систем в лейкоцитах при лейкозах снижается, за исключением альдолазы. 
Ферментные системы клеток костного мозга ведут себя иначе, чем зрелые 
лейкоциты. Неизвестно, зависит ли это от различия в метаболизме молодой 
и зрелой клетки, или же является выражением злокачественности лейкеми- 
ческих клеток. 


ФЕРМЕНТНЫЕ РАССТРОЙСТВА ТРОМБОЦИТОВ 


Тромбоциты, отщецившиеся от материнских клеток, то есть мегакарио- 
цитов костного мозга, являются образованиями неправильной формы вели- 
чиной 1—4 и. В тромбоцитах различают зернистую структуру — грануломер 
и незернистую — гиаломер. Они состоят главным образом из органических 
субстанций. Белок составляет 57% веса тромбоцита. Из тромбоцитов выделено 
небольшое количество альбуминов, фибриногена, липопротсина, В, макрогло- 
булина, у, », В: глобулина. Кроме того обнаружен протеин 5, вые. р 
растворимости и осаждаемости сходен с актомиозином; от него главным оора- 
зом зависят явления ретракции сгустка. Этот белок сокращается юм Е под 
влиянием АТФ (9); существует сходство между сокращением а ее 
ракцией сгустка. Лициды составляют около 19% сухого веса ре ме 5 
из этого большая часть приходится на кефалин и о. - ны 
ноламин, фосфатидилсерин, лецитин, фосрииинне-— т холестерин, 
В очень небольшом количестве имеются нейтральные жиры и вин, 
В тромбоцитах обнаружены пуриновые основания я Е 
и другие), кроме того различные сахариды а ада ида Обнару- 
ноза, фруктоза, глюкозамин, талактозанин), д а: 
жен цитохром е большие количест . 

Троибеан Ара боьвяю роль в процессе > а —_ 
порте многих тел. Они переносят: аскорбиновую кислоту» др В, 
налин, гист и серотонин. Е 

Ферменты в тромбоцитах размещаются ое РАС в. 
ломере находятся фосфолипиды, которые обл бладает зернистость 
ностью. Различают 3 вида зернистости. Однако преоблад рни. 
ментные факторы Г-П-—ПТ тромбоци- 


® вида, в которой ло я фер 
кализуютс х 
тов; кроме и зернистость & вида обладает наибольшей протромбопласти- 
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й активностью. Зерна В вида — это мелкие митохондрии, с 
та зернау вида — как бы микровакуоли; 2) гиаломер играет ро ть 
тельно в формировании структуры сгустка благодаря наличию о 
то есть влияет на ретракцию сгустка. В гиаломере обнаружен также фе ина, 
антигепаринового действия. Кроме того тромбоциты содержат а 
локализация которых не установлена. Среди ионов металлов, содержа т 
в тромбоцитах, следует назвать: Ма, К; Са, Не, Си, Ма, Её. ся 


-— Тромбоциты хотяи не являются клетками в полном значении ЭТОГО Слова 
> 


ших типов Мета- 


м - ская активность 
: _гликолиз). В тромбоцитах отмечается высокое содержание 
_ гликолитических ферментов, но низкая ферментная активность ЦИКла три. 
_ карбонобой кислоты. _ : Е 
< Главным источником энергии является АТФ. От высокого энергетического 
потенциала тромбоцитов зависит нормальная ретракция сгустка и изменение 
вязкости в гиаломере тромбоцитов. В тромбоцитах содержится большое ко- 
т АТ Е ›й фосфатазы. Последняя освобождается из тром: 
крови. Щелочной фосфатазы имеются лить 
аматдегидрогеназы в ‘тромбоцитах немного 
‚ освобождаются из-тромбоцитов во время 
‘наличие глюкозо-6-фосфат дегидрогеназы, 
20 единиц на биллион тромбоцитов. Уровень 
снижается при вторичных тромбоцитопатиях 


агиз, при остром лейкозе и обострениях миелоидного 































ферментной функции тромбоцитов являются 
тии. Сюда относится тромбастения (#йтотВаета) 
- заболевания является наследственный фер- 
‘ликолитических ‘ферментов: глицеральдегидфосфат- 
— Кроме того отмечается уменьшение АТФ. 
уг основное участие в ретракции сгустка. 





за длительность кровотечения слегка 
оличество тромбоцитов, ретракция сгустка 
‘изменение ‚иных расстройств, приведенных выше. 
‚ заболевании отмечаются боцитов, их вакуолизация и так далее. 
А `я внутриклето: = вязкости. 

картина прин ЗЫ расстройства 






количестве тромбоцитов сходна 


У больных с циррозом мы - Ферментные Расстройства в тромбоцитах 
печени бедны фосфатазой, АТФ и новлено, Что тромбоциты при циррозе 
исто тромбоцитов, каки их механи тидазой. При механической желтухе 
(47). Наконец следует нодчеркнуть, аческая функция, остаются нормальными 
шают потребление кислорода ромбощитиВ тромботические средства умень- 


Свертывание крови м ВАНИЕ КРОВИ 
ный тромбопластин. Во 2 дит в 4 Фазы. в 1 фазе вырабатывается актив- 


— под 

ходит в тромбин. В 3 фазет тром. стина ере- 

4, фибринолитическая а ВЫзывает к = б р и, 

СРУСЕКЕ? Заключается в ее аль о тя я 
образовав 
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кет образовываться эндогенно 


хи Мо: 
= икающий при взаимодействии плазмен! 
ее ° или экзогенно: — тканевой: тромбопластин из 
ов ода различают две системы генераций-тр 
п системе. свертывания; процесс свер 


проникновению тканевого тромбопластина в-кро: 


т омбопластя 
‚ ВОЗ! 


кторам» фактору 
2. В эндогенной системе 


вого тромбопласт 
тромбоцитов и сле, 
темофильных 


тора У. = 
Некоторые факторы системы свертывания крови: 


фактор И — протромбин, является @, глобулином, выраба еным 


чени; 

фактор ПТ — тромбопластии (тромбокиназа); 
фактор У — проакцелерин — неустойчивый фактор; : : 
фактор УГ — акцелерин — более активная форма; ЕЕ аа 
фактор УП — проконвертин; = = в к 
фактор УПТ — фактор АНС-А — апийаеторийс глобулин А; Е 
фактор 1Х — АНС-В — аий рис глобулин В; или фактор Сёз таз 

по фамилии биолога. - Е - : 
РТА — Мазта ийтотборазит атеседеть или Апийаеторийс С _Еаслот; 
Фактор Наретлап (по фамилии больного), или фактор контакта. 


Протромбиновый комплекс — это протромбин вместе с акцелераторами, 
которые ускоряют его конверсию в тромбин под влиянием действия ткане- 
вого тромбопластина и ионов кальция. В состав плазменного комплекса про- 
тромбина входят следующие: фактор \› фактор УП, фактор Х. Протромби- 
новый комплекс определяют, измеряя протромбиновое время одноэтапным 
способом Олиск. : 

Ферменты тромбоцитов, прини 


крови по РецЕзсЬ (20): = = 
действию очень сходен 
т 


тромбоцитарный фактор 1) по своему строению и 
с фактором У. Он вероятно является фактором \,, адсорбированным на тромбо- 


Цитах; Е . 
ь бриногеном; 
тромбоцитарный фактор 2) ускоряет реакцию тромбина с фи В 
з тромбоцитарный фактор 3) принимает участие в образовании активного 
ромбопластина (кефалин)}; 
ов р 4), или противогепариновы Нейтрализует гепарин; : 
тромбоцитарный фактор 5) стабилизирует Фи Ре - 
онбоцитарный ЕВ 6) тромбоциты, ны ; 
тромбо Я тор 7) тром оцитар: анти’ стин; 
т омбощитаоный к _ у = ко-тромбопластин, фактор. 
типа змеиного тромб, стина (венина). 
ромбопла : 
роме того имеется серотонин И фактор ретракции сгустка 
боциты играют основную роль в формиро- 
или плазмы. Эту функцию они выполняют 
в: 1) путем влияния на полимеризацию фибрино- 
исевдоподии длиной до 15 и. Контакт фибри- 


аст его деполимеризацию вдоль псевдоподий; 


мающие участие в свертывании 


Ретракция сгустка. Тром 
вании структуры сгустка крови 
При участии двух механизме 
тена. ТГромбоциты выбрасывают 
Ногена с псевдоподиями облегч 
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г: 2) благодаря притяжению нитей фибрина при помощи сок 
мера тромбоцитов аж Ь 
В последнее время обсуждается еще третий механизм 

цитами. Как известно груцны —5Н и —5$ играют ыы й 

образования структуры сгустка. Оказалось, что в тромбоцитах 5 их тата 

ментная система, способная к изменениям группировок -5Н ых фер- 

о синтезе тромбоцитами таурина из цистеина. Обнаружено также =. еЧЬ идет 

торы —5Н тормозят ретракцию. Эффект торможения можно п о Ингиби. 


при помощи цистеина (61). Формирование и стабилизация трауре 
‘СтКа 


Ращающегося г 













образовании кровяного сгустка. 


г и глутатионом тромбо- 
Участие в явлении Р“ 


_ находятся в невозбужденной 
Возбужденной форме (в не- 


структурой но с происхо" 
к странственной трансфор” 
пзляетс» (ЧеТСЯ активной. Период 

^_^ периодом аккумуляции 


р ибоцито от в 


В кинетике свертывания 


‚ 
й 
1 
1 
1 
] 





эзазааезаеы 


НОТ 


в Зее ое 


|: 
О Е 


‘ая ва 


Ея нянз 


к: 





крови» под влиянием контакта с поверхностью происходят изменения в тром- 
боцитах: изменение внутриклеточной вязкости и освобождение (выброс) 
р нистости в окружающую жидкость. С изменением вязкости в вы 
связано склеивание их и аглютинация, которые наряду с другими изменени- 
я (сосудистами и другими) играют роль в остановке кровотечения. Тром- 
ь Е . Тром: 
боциты, во время внутриклеточных изменений вязкости, освобождают в окру- 
жающую плазму гранулы, содержащие фосфолипиды, то есть фосфатидилэ- 
таноламин и фосфатидилсерин, и таким образом принимают участие в тромбо- 
пластиногенезе. Увеличение тромбопластической активности -фосфатидилсе- 
ина наступает в присутствии лецитина вероятно путем увеличения дисперсии 

осфатидилсерина. В период изменений в тромбоцитах (изменение вязкости — 
особ театотрйоя5 о} Рае) в плазме происходят следующие реакции 
между факторами свертывания: 

а) между фактором контакта (фактор Наветап) РТА, АНС-А, или факто- 
ром УП (антигемофильный глобулин А), фактором СЬНпаз, или ГХ (анти- 
темофильный глобулин В), причем возникает первый протромбопластический 
продукт; 

6) превращение первого протромбопластического продукта при участии ио- 
нов кальция, фактора У, УП, и фосфолипида, освобожденного из тромбоци- 
тов; возникновение второго протромбопластического продукта; 

в) образование тромбопластина, активного в плазме крови. 

Взгляды большинства авторов на роль АНС-А в кинетике образования 
активного тромбопластина, расходятся. Громбоциты не обладают свойствами 
активного тромбопластина, однако они доставляют факторы фосфолипидного 
строения, которые являются кофакторами, важными для образования актив- 
ного тромбопластина. 

Роль кальция в свертывании крови. Ионы кальция необходимы 
для двух типов реакции свертывания: 

1) генерации (образования) активного тромбопластина; 

2) активации конверсии протромбина тромбопластином. 

Наличие ионов кальция не является обязательным для осаждения фибри- 
ногена тромбином, тем не менее реакция протекает быстрее в присутсвии 
кальция. Кроме того, кальций необходим для так называемой „твердости“, 
то есть образования плотного сгустка. При отсутствии кальция сгусток бывает 
мягким. :: 

При отсутствии кальция фактор У быстрей исчезает из плазмы. Кальций 
выполняет специфическую роль в процессе свертывания крови и не может 


быть замещен ионом другого металла. 

Конверсия протромбина в тромбин является одним из главных этапов 
реакции свертывания крови. 'Громбин возникает в результате расщенления 
протромбина в пептидных связях аргинило- или лизина. Предполагается, что 


на первом этаце свертывания крови оброзустся = ь Е 
теаза, кот способностью расщеплять моле Я 
› которая обладает мбин. Благодаря этой протеолити- 


стах указанных связей и образовывать тро. 

а мень- 
ческой реакции образуется молекула тромбина, Я дя 
шая, чем молекула протромбина. 'Тромбин Бы ЗА В в процессе 
К гликопротеинам, обладающим как ферментнои с эф ные 
свертывания крови, так и эстеразной активностью; гидролизирует ир 


связи. ляю 

Сходный протеолитический механизм активации аи 
трипсин и папаин; однако они требуют несколько т = ть а свер- 
Протромбина. Яд некоторых змей, например яд коор вы. 


тывает фибриноген. 
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ООВ ЯЯЯЛА НИЯ НУНС 


Я 


ОО 


ОНА КЕ И ВИОКААН О АН ОВААЗОБИ 





тканевой ингибитор = тканевой антитромбопластин АТТ-и ее 
ный ингибитор — плазменный антитромбопластин АТП т И 


Ингибиторы свертывания. В физиологических Условиях 
имеются тела, препятствующие свертыванию крови — ингибиторы =. 
вания. Они-находятся в плазме и тканях и действуют как а 


нтитромб, : 
м-антитромбин:  - Ромбопластин 





- Ингибиторы тромбопластина. Принято считать, 


что СУЩествует 


{20). Плазменные” антитромбопластины находятся в аг 
ции сыворотки. Физиологические свойства названных 
личны. 

— `Антитромбины являются физиологическими ингибито 
которые нейтрализуют тромбин, образующийся во время 
Имеется несколько типов антитромбинов: антитромбин Г, 
цируется с фибриногеном (фибриноген абсорбирует боль 
во время конверсии). Антитромбин И — кофактор гепарина — многими 
идентифицируется с антитромбином ПТ. Затем идет антитромбин ТУ, У цанти- 
тромбин УТ, который согласно ЮЖеммаго\ Е, Кома (44,45) образуется во 
‘время расщепления фибриногена плазмой или другими протеолитическими 


Фрак- 
ингибиторов раз- 


рами свертывания, 
свертывания крови. 
который идентифи- 
шую часть тромбина 









к аЗмет ых ингибиторов существуют тканевые ингибиторы сверты- 
вания. К ним относятся: геп 


_ белковые ингибиторы свертывания. 





тщепленный кислый пептид содержит 1-М№-глутамило- 
вую конечну 


ю группу. 

— На втором этапе имеет место я 

и на конечном х полимеров по типу конец в конец 

и. Е в бок. Образуется объемная сетка фибрина. 

не фибр сдующей фазой процесса сверть- 
рови, в которой ферментативной колликвации обра- 


и колликвация его являю срментный процесс образования фибрян: так 
поддержани тся физиологическими процессами, цель которых : 
управляю б крови в жидком состоянии. Механизиь, 

"цие образованием сгустка и колликвацией его (фибринолизом) тесно 









> як ом г ения, 
^ очен то зобождаемого из тканей в месте их пор каневого происхожде 


ЕТ 

локальное зна: так как я. Этот процесс име 

ое_ 

ход бОЕ Е ‚предотвращает появление присте” 
- дов и кровотоке; ? ^ ПОПУСКая до изменений в про 
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памвация плазминогена плазмы активатором, возникшим: 
2 ческая активация проактиватора, находящегося в 
о плазме). Активация плазминогена, происходящая в: 
усов сте мный характер во всем организме, так как актив; 
ме: е только растворяет имеющийся фибрин, но и вызывает 1 
‚= диатез с несвертываемостью крови. Он одновременно гидролизует фибри 
Е протромбин, антигемофильный глобулин, проакцелерин-и-многие дру= 
не белки, не связанные с процессом свертывания крови. = — Е 

Спонтанная фибринолитическая активность крови свойствена всем здоро: 
вых людам. Мобилизация механизма колликвации сгустка в- плазме оконча 
тельно не выяснена. Согласно существующим гипотезам: - НИ 








|} в определенных условиях плазма содержит активный активатор Е = 


пиазминогена, который индуцирует конверсию плазминогена в илазмин» Е 


или ы еее 
2) плазминоген активируется тогда, когда подвергнется разрушению ин- 


гибитор плазмина — антиплазмин. В физиологических условиях стресс, физи- 
ческое усилие, и другие факторы вызывают значительное ускорение фибри- 
колиза в свернувшейся плазме. Вообще, усилению фибринолитической актив- 
ности (главным образом_в локальных условиях) не сопутствуют геморраги- 
ческие симптомы . хдк > 
Активаторы плазминогена, могут быть различными: бактериального проис- 
хождения, как стрептокиназа, вырабатываемая штаммом э”ерЁососсиз феза- 
метоунсиз, стафилокиназа и урсаза; активаторы в циркулирующей крови, 
тканях и так далее. Е 
Физиологические ингибиторы 





фибринолиза. В -физиологических 
условиях в крови имеется фермент — антиплазмин (антифибринолизин), роль 
которого заключается в инактивации фермента плазмина в условиях устой- 
чивого ферментного равновесия. Ингибиторное (антиплазминовое) свойство 
плазмы вероятно вызвано наличием двух разных веществ. Ингибиторы-плаз- 
мина вероятно действуют в двухэтацной реакцииз сначала быстрой и незави- 
симой от температуры и обратимой, а затем медленной, зависящей от темпера- 
туры, во время которой образуется ингибированный плазмин» неспособный 


к регенерации. 6 
Гипофизарно-надпочечниковая система оказывает влияние на фибриноли- 
тическую систему. Реакции между плазмином и антиплазмином направляются 
системой гипофиз — кора надпочечников- Итак, АКТГ или кортизон вызы- : 
вают рост антиплазминовой активности крови» тогда каквведение эдреналина 
И Питуитрина снижает уровень антиплазмина в крот Кроме еексЕ 
оо Он у ие имя поверит 6 
ев ибрино- з 
ен ее и рт 
КУЮ активность, 
фибринолитической си 
1) киназы — происхождения 
Киназа), которые вступают в реак 
ологических условиях в плазме» 
3) проактиватор плазминогена; 


й об 

в: АКтиватор плазминогена» моторы :т Е 
В проактиватор. Активный активатор 

с плазминогеном; ый является В глобулином; 

зин), Который. ое 

ь нЕ роб оолкчесой фермент, который разлагает 

змин ибрино. в 

Фибриноген, фибрин и другие == 


стеме человека принимают участие: 
тканевого или плазменного (иногда стрепто- 
цию с проактиватором» находящимся в фи- 


разуется при воздействии киназы 
иствует в аутокаталитической ре- 
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г регу 
Ингибиторы фибринолиза составляю т 
поставляющийся чрезмерному фибринолизу. 
назы (антистрентокиназа); 6) ингибитор актив 
тор плазмина — антиплазмин. В настоящее в 
два антиплазмина. 


лирующий мМеханизи 
Это: а) ингибитор ©. РОщы. 
атора плазминогена; » Ретона, 
ремя известны по Кайе 


МЕСТО ФИБРИНОЛИТИЧЕСКОЙ СИСТЕМЫ В 
КРОВОТЕЧЕНИЙ 


< Существуют геморрагические диатезы, причиной которых МОЖЕТ являться 
усиленная активность фибринолитической системы. Усиление Фибринолити. 
ческой активно увеличению проницаемос 
никновению плазмы и? 
разные органы. Если имеется 


ПАТОГЕНЕЗЕ 


растворимости фибрина, 
ными кровотечениями. 


ские состояния геморрагического диатеза часто сочетаются с рос- 

ской активности в крови, причем механизм свертывания 
м. Фибринолитические состояния часто связаны 
следствие уменыпения количества фибриногена под 
—или в результате внутрисосудистого образования 


ие 
диатез с Массив- 









сние некоторых тицов геморрагического диатеза, вы- 
тройствами факторов свертывания крови. 


о 
— Гемофи; Е 5 

ние а = отсутствие или дефицит фактора ХТ или РТА. Заболева- 
гемофилии. > Встречается у обоих полов. Клиническая картина легкой 
— Дефицит 

> а Навешап (Фактор ХП) может являться причиной силь- 
званных ме хирургическими операциями, как» 
зубов. Идиопатических кровотечений не встреча- 





ицит Фактора у 
У обоих зн (ВРожденный 
р = Клиническая ) 


— парагемофилия — выступает 
Е а картина 
- Дефиш Аа 


сходна с гемофилией. Заболевание 


о РИ — встречается очень редко. Клини- 
енная афиб 
Фибриноген (Фактор 10° тенемия — Заболевание очень редкое. Отсутствует 
омбина АСТСЯ отсутствие свертывания крови также 
: ческая картина сходна с гемофилией, 
Ра УЦ (в 
== боих полов. Забо Рожденный) __ Гипопроконвертинемия — встреча- 
ается редко. аНие может протекать в легкой и тяжелой форме; 
366 











ЮТСЯ с а 





ТЫВА 
ТО Св; 





т 
Нотена 1 
оразовани 





Я 


атеза, вы. 
Н, 

эская гео 
актора УШ 
я по рее 
‹елой, ест 


ри АНС-А 


{ дофщи 
аболевания 
пу ВСЯ 


Заболев 
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ЗАБОЛЕВАНИЯ ПОЧЕК 
ЕКАМСИ5РЕК КОКОТ 


ФЕРМЕНТОЛОГИЯ НЕФРОНА 


| Функцию нефрона можно свести к трем основным процессам: 
| а) фильтрация в почечных клубочках; — 
6) реабсорбция некоторых составных частей из Ультрафильтр. 
русло и 
в) выделение различных субстанций в просвет`канальцев. 
| Если процесс образования клубочкового фильтрата является чисто физи- 
| ческим процессом (с чем не все ученые соглашаются), то остальные функции 
| нефрона обусловлены: существованием нормально функционирующих фер- 
| ментных систем. Хотя мы еще далеки от точного знания ферментной топо- 
графии нефрона и связи ее с функцией отдельных частей нефрона, однако, 
известные уже факты позволяют судить о болыной ферментной дифферен- 
| циации его отдельных составных частей. Ферментологические исследования 
изолированных почечных клубочков показали, что в них имеется относительно 
небольшое количество различных ферментов. Это позволяет судить о неболь- 
шой метаболической активности данного отрезка нефрона (14, 24, 46). В сле- 
дующих отрезках отмечается большая биохимическая дифференциация. Так, 
Обнаружены ферменты цикла Кребса 
и окислительного фосфорилирования. Гораздо беднее разными ферментами 
как нисходящая, так и восходящая петли, а также прямой каналец (14, 24). 
| Заслуживает внимания более высокая активность у-глутамил-транспептидазы 


И В мозговом, чем в корковом слое почек (39). Один из ученых, занимавшихся 
| узучением этого вопроса, утверждает, что различия в ферментном составе 

между клеткой прямого канальца и клеткой извитого канальца первого по- 
рядка так велики, как между почечной клеткой и клеткой соединительной 
ткани (46). Несмотря на большие количественные различия в концентрации 
ферментов в различных частях нефрона, до сих пор не обнаружено несомнен- 


ных качественных и нь 
небольшое а (10, 11). Однако заслуживает вниман 
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некоторых заболеваниях. К ним относится 
ая канальцевая нефроцатия. Уайе и сотруд- 
итическом материале почек у больных с каналь 
‹цинатдег активность карбоангидразы, глутаминазы и сук“ 
ное рогеназы, и очень низкую активность НАДФ-диафоразы, связан- 
“-дегидрогеназой цикла Кребса. Авторы считают, что причиной 
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‚ Эти факты заставляют усомниться в правильности наших взглядов 
пор” о орбцию глюкозы, существовавших до сих пор (смотри 46). В свете 
на реа анных процессы фосфорилирования и фосфоролиза вероятно не обу- 
этих г ат реабсорбции глюкозы из клубочкового фильтрата. 

Все еще не выяснены ферментные механизмы, обусловливающие реабсорб- 
окислот. Считается, что в основном существует три ферментных ме- 

низа, регулирующих реабсорбцию аминокислот (33, 46). Первый из них 
‚бусловливает реабсорбцию двуосновных аминокислот, второй — моноамино 
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Рис. 66. Механизм действия карбоангидразы. 


с Абоксильных аминокислот за исключением глицина, третий — только 

|. а. При известных до настоящего времени врожденных аминоацидуриях 

ром Не -аиииозизомасляиной кислоты, цистинурия, глицинурия, син- 

или б р, синдром Фанкони), ферментный дефект может касаться одной 

лот о ферментных систем, обусловливающих реабсорбцию аминокис- 
и этот дефект может не быть абсолютным. 

о ОИ электролитов, особенно натрия и хлоридов, происходит в про- 
9бусло ой системе собирательных трубок при наличии ферментной системы» 
чих о ваЮЩеЙ активный транспорт натрия. Последний зависит от на- 

ом высокоэнергетических соединений. Ферментная система, будучи источ- 
ео ВИ необходимой для создания градиента концентрации (между 
\\ канальцем и окружающей тканью) образует с собирательными труб- 
Противоточную систему мультипликаторов („поворотно-противоточная 
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множительная система“). Нормальная функция Этой системы обуслов 
процесс концентрации мочи. Механизм действия ртутных мочегони а 
е 
ратов и производных хлортиазида заключается в торможении этой ферме 
ксь мент 
системы. 
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Рис. 67. Механизм образования аммиака и выделения его с мочой. 
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карбоангидразы, например диамоксом, влечет за собой алкализацию мочи, 
связанную с утечкой бикарбоната натрия, двуосновного фосфата и Мась 
а таюже уменьшенное выделение аммиака (смотри схему). 

Аммиак, выделенный в просвет прямых канальцев, является результатом 
действия глутаминазы на глутамин, причем, одновременно образуется сво- 
бодная глутаминовая кислота. Выделяемый аммиак связывается с ионами 
водорода и хлора, образовавшимися во время реабсорбции натрия (смотри 
схему выделения аммиака). Так образуется хлористый аммоний. Для выде- 
ления аммиака необходимо наличие карбоангидразы, которая доставляет ионы 
водорода и хлора. Применение ингибиторов этого фермента влечет за собой 
описанное уже выше падение выделения аммиака. Развивающийся ворганизме 
ацидоз за счет хлористого аммония, хлористого кальция или доставления боль- 
шого количества белка, резко повышает выделение аммиака. Аминокислоты 
подвергаются окислительному дезаминированию, а аминные группы соеди- 
няются с глутаминовой кислотой в глутамин. Дальнейший цикл обмена глу- 
тамина был описан выше. 

Местом действия карбоангидразы является прежде всего извитой каналец 
второго порядка, а глутаминазы — прямой каналец. Знание действия кар- 
боангидразы используются в практике при лечении различного вида отеков 
(смотри ингибиторы карбоангидразы). 


РЕНИН 


Это фермент, вырабатываемый в околоклубочковых клетках. Его роль 
как в водно-солевом обмене, так и в регуляции кровяного давления, окон- 
чательно не выяснена. Препятствует этому отсутствие методики получения 
фермента в чистом виде. Данные разных авторов об этом ферменте при по- 
чечных и внепочечных заболеваниях часто противоречивы. 

Избыточное количество этого фермента обнаружено без сомнения только 
при злокачественном нефросклерозе. Не закончилась еще дискуссия о том, 
является ли гипертензионное действие почечных экстрактов таких больных 
результатом действия ренина, или гипертензина. Читателя, интересующегося 
этим вопросом, отсылаем к подробным трудам ТоМап (52), Раве (41) и Реаг 


ФЕРМЕНТНЫЕ ИЗМЕНЕНИЯ; КРОВИ ПРИ ПОЧЕЧНЫХ 
ЗАБОЛЕВАНИЯХ 


:. Ферментные изменения крови, наблюдаемые при заболеваниях почек, могут 
вляться: 


а) результатом проникновения ферментов из поврежденных почечных 

клеток в кровяное русло; 
ее. следствием расстройства выделения ферментов пораженными почками, 

> 
к. сзультатом освобождения ферментов из пораженных других ть 
Я патологическим процессом одновременно с почками. При э тж 
= недостаточности почек часто отмечается увеличение активности 

те крови (1). Знакомство с этим фактом может иметь большое значение 
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Желези: Ференциальной диагностике острых заболеваний поджелудочной 
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СУУХАНЯННЯНАЯНИХКАЯНАИХ НАКАНУНЕ АСОИ НАКАЛА 









Активность щелочной фосфатазы в сыворотке УВеличива 
фазе диффузного воспаления почечных клубочков (гломер 
При других заболеваниях почек активность этого фер 
ной (8). Холинэстераза сыворотки крови резко Увеличивается ее пор 
нефрозах (8, 31, 40 и собственные наблюдения). Увеличено ты, 
этого фермента в крови следует считать Результатом сиденной о 
его в печени и следствием невыделения его ро, 


С мочой (холиност 
2 раз: 
сокомолекулярный фермент, не фильтруется Раза, как ВЫ. 


в почечных клубочка» 
фазе гломерулонефрита (7) и при уремических состояниях (38) ) ‚Вор 
аКтИВНост, 


этого фермента падает. 

Активность протеаз крови увеличивается в определенном проценте 
заболеваний почечной паренхимы (23, 44, 45), причем не отмечается 
корреляции между интенсивностью протеолитических свойств крови 
нем белкового азота, степенью альбуминурии, реакцией оседания Эр 
и артериальным давлением крови. Нам кажется, что увеличение Количества 
остаточного азота у некоторых больных не является лишь результатон рас 
стройства экскреторной функции почек, но также следствием увеличения 
белкового катаболизма У этих больных. Здесь следует вспомнить еще о лей. 

рой в крови остается нормальной при 


Случаев 
Никакой 


цил-аминопептидазе, активность кото 
хронических воспалительных заболеваниях почек (30). 

Активность альдолазы сыворотки повышена при нефрозах, остром гло- 
мерулонефрите (6, 7), а также при хронических воспалительных заболеваниях 
почек в фазе роста азотных тел (38). При нефрите с нормальной концентра- 
цией остаточного азота активность этого фермента остается нормальной. 

Активность глюкозофосфатизомеразы крови увеличивается при липоид- 
ных нефрозах (8), и остается нормальной при генерализованных заболе- 


ваниях почечных клубков и при компенсированных хронических неф- 
ритах (6). 


я при 
ТИВНоСТЬ лактатдегидрогеназы в сыворотке крови увеличивается пр 


мерно в 60% случаев заболеваний почечной паренхимы (53), пр я т 
чается никакой корреляции между активностью этого фермента в и 
нем внебелкового азота, интенсивностью анемии, протеинурией иг, 
лестеринемией (при нефрозах). Обнаружена зато обратная корреляция 
активностью этого фермента и уровнем альбуминов в т ракиер Я 

зменения активности трансаминаз при почечных заболеваниях 63 исследо 
ны. Уе5Е и сотрудники (53) установили рост $СОТ в 6 случаях Бари уе 
ванных больных с различными заболеваниями почек. ВагаБап Я нЕ ЕЕ 
ное активности ЗСОТ при липоидном нефрозе (8) при норм ле величин 
чинах активности $СРТ. Этот же автор установил норм (7. 
ЗСРТ и $СОТ при острых заболеваниях почечных клубочков 
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ы Выд оиооея 
еленные с мочой почечного пр: 
Происходят ро И ферменты могут быть й 


ых Но! 
т плазмы крови, подвергаясь фильтрации в Е пода ля о. 
очечные Уки обычно не пропускают белковых и , зы = 
тена = 42 тысяч (молекулярная масса амилазы = о 
— 1860 000, лактатдегидрогеназы — 135000, аланин- ферменто" „схож 
КУлярным холинэстеразы — 300000). Появление в моче я 


ДеСР енто 
5-е адает. ^ ферм 
ще прибави ранЯТь, что функция клубочков не стралее 
> ЧТо выделение с мочой низкомолекуляр 























может быть сниженным при одновременно высокой концентрации их в сы- 
воротке крови, а именно при расстройстве функции почек. 

Лучше всего изучено выделение с мочой амилазы. Активность этого фер- 
мента можно обнаружить в каждой нормальной моче. При нормальной функции 
почек активность его увеличивается прежде всего при остром панкреатите. 
Увеличение активности амилазы имеет место однако также при очень высокой 
концентрации мочи (очень важно помнить при дифференциальной диагно- 
стике заболеваний поджелудочной железы). 

ферментом, который обычно имеется в моче, является липаза 
(34, 35, 36). Активность этого фермента увеличивается при острых заболе- 
ваниях поджелудочной железы, но в более позднем периоде, чем амилазы. 
Определение липолитической активности мочи после введения секретина, 
используется некоторыми авторами для диагностики рака поджелудочной 
железы (36). У этих больных обычно не отмечается заметного увеличения 
липолитической активности мочи после введения секретина. 

Активность холинэстеразы (6, 7, 8) и щелочной фосфатазы в моче (7, 8, 29) 
вероятно имеет почечное происхождение. При заболеваниях почек изменения 
активности этих ферментов нехарактерны, причем не отмечено никакой за- 
висимости между их активностью в крови и в моче. 

При заболеваниях почек в моче можно обнаружить также альдолазу (6, 7, 
8, 28) и глюкозофосфатизомеразу (6, 7, 8). Не отмечается никакой корреляции 
их активности в моче со степенью протеинурии и с активностью этих ферментов 
в крови, что свидетельствует об их почечном происхождении. В нормальных 
условиях в моче или совсем не отмечается (28) активности лактатдегидроге- 
назы, или этот фермент имеется лишь в незначительном количестве (5). Фер- 
мент этот появляется в моче в относительно большом количестве при про- 
теинурии различного происхождения, причем не отмечается линейной зави- 
симости его от количества выделяемого белка (5, 12, 28, 48). Исследования 
последних лет (25) указывают на то, что при повреждении почек и особенно 
базального слоя клубочков, лактатдегидрогеназа, имеющаяся в моче, частично 
также происходит из почек. 

'Трансаминазы в моче или отсутствуют, или имеются лишь в незначительном 
количестве (5, 6, 28). При заболеваниях почек, протекающих с протеинемией, 
количество этих ферментов в моче увеличивается (5, 6, 28). 

Относительно хорошо изученным ферментом, выделяемым с мочой, является 
Уропецсин (смотри литературу, цитированную в статье 18). Этот фермент 
продуцируется слизистой оболочкой желудка. Активность его в моче увели- 
чивается при язвенной болезни желудка и уменьшается при атрофическом 
гастрите (18). Особенно низкое количество этого фермента встречается при 

лезни Аддисон-Бирмера и при раке желудка. Гистамин не увеличивает 
выделение его с мочой (19). АКТГ и кортикоиды резко увеличивают его 

ов центрациию в моче, но лишь при функционально достаточной слизистой 
жа. желудка (13). Выделение уропепсина с мочой усиливается при стрес- 
а ыы (26, 27), поэтому определение этого фермента в моче 
в - ы х Условиях нормальной функции слизистой оболочки желудка, слу- 

и оп честве теста функциональной способности коры надпочечников (27). 

Рределении этого фермента в моче следует каждый раз учитывать 
те способность почек, для избежания ошибок в интерпре- 
об т ыы (51). Только при достаточной экскреторной функции 
чей ределение уровня уропепсина в моче имеет диагностическое зна- 

Излагая выделе на рибо- 
НУкдеазе и ние ферментов с мочой, следует остановиться р г 

Урокатепсине. При хроническом гранулоцитарном лейкозе (3, 4) 
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резко увеличивается выделение рибонуклеазы в суточном количе 
Выделение урокатепсина с мочой мало изучено (цитировано по 1) 

Этот фермент, продуцируемый слизистой оболочкой желудка, 
в увеличенном количестве при язвенной болезни желудка и двена 
ной кишки. 

Среди выделяемых с мочой протеолитических ферментов следует е 
вспомнить о лейцинамино-пептидазе. и у-глутамил-транспептидазе (ГГТП 
Выделение первого фермента с мочой падает при хроническом пиелонефрите 
(30). При нефрозе отмечается увеличенная активность ГГГПИ в моче (39 

Выделение этого фермента уменьшается у больных с диффузным гломеруло- 
нефритом и злокачественным нефросклерозом (39). 

В последнее время интерес онкологов привлекло выделение с мочой В-глю- 
куронидазы (32). Как известно, отмечается большая, чем обычно, частота 
новообразований мочевого пузыря у рабочих, имеющих контакт с аромати- 
ческими аминами. Оказалось, что не только у больных с новообразованиями 
мочевого пузыря, но и у здоровых рабочих этих фабрик, выделение [-глю- 
куронидазы было увеличено. Это стоит в непосредственной связи с вели- 
чиной экспозиции исследованных рабочих ароматическими аминами. Авторы 
приписывают В-глюкуронидазе определенную роль в онкогенезе опухолей 
мочевого пузыря (32). 

Интересным фактом является наличие в моче гиалуронат-лиазы (20, 21, 
22, 37). Количество ее резко увеличивается цосле введения АДГ и в моче 
с высоким удельным весом, и уменьшается после водной пробы. При сахарном 
диабете выделение этого фермента увеличивается, а при тяжелой почечной 
недостаточности с уремией падает (37). 

С мочой выделяются не только ферменты, но также их ингибиторы и акти- 
ваторы. Лучше всего изучен выделяемый с мочой ингибитор трипсина. Коли- 
чество его увеличивается при хронических почечных заболеваниях (49), при 
беременности и при хронических инфекциях (17). Значение их в патогенезе 
отдельных заболеваний неясно. Следует также вспомнить об уреазе — 
активаторе плазмина, выделяемом с мочой. Выделение. уреазы с мочой 
увеличивается при инфаркте миокарда и острой недостаточности венечных 
сосудов, и падает при новообразованиях и уремии. Она вероятно является 
локальным продуктом почек. Ве физиологическая роль не выяснена. 
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выде. ляется 
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ЗАБОЛЕВАНИЯ ЖЕЛЕЗ ВНУТРЕННЕЙ СЕКРЕЦИИ 
ЕВАМС15РЕК КОКОТ 


ВНУТРИСЕКРЕТОРНАЯ СИСТЕМА ПОДЖЕЛУДОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ 


Инсулинарная система поджелудочной железы является источником 
двух, относительно хорошо изученных, гормонов, а именно, инсулина 
и глюкагона. Оба эти гормона тесно связаны с углеводным обменом. Если 
на уровне печени действие этих гормонов в смысле продукции гликогена 
является диаметрально разным, то на уровне мышц они действуют синерги- 
чески. Несмотря на большое количество статей по этому вопросу, механизм 
их действия точно не выяснен. 

Глюкагон освобождает в печечной клетке АМФ кислоту, которая в при- 
сутствии АТФ и ионов магния обусловливает фосфорилирование дефосфофос- 
форилазы ферментом, называемым дефосфофосфорил-фосфокиназой. Таким 
образом образуется активная печеночная фосфорилаза, увеличивающая 
Разложение гликогена (2, 16, 17). 

Механизм действия инсулина заключается в (3, 5, 9, 10, 11, 12, 15, 17): 

2) облегчении проникновения глюкозы через клеточную оболочку, что 
Увеличивает усвоение этого вещества; 

) активизации гексокиназы, обусловливающей процесс расщецления глю- 
КОЗЫ в цикле ЕтбЧеп-МеустВоЁ или в центозном цикле; 

Е а процесса карбоксилирования пировиноградной кислоты до 

Н ой кислоты, которая является важным звеном цикла Кребса. 

д схеме представлено современное состояние этой за? 
Виногра стно, фосфорилированная глюкоза может расщепляться до не ы 
зный дной кислоты в цикле ЕтЬ4еп-МеуегВоили в пентозном цикле. гы 
- Е является не только источником физиологически важных ее 
ИСТОЧНИКОМ ДФ-Н, (13). В углеводном обмене этот цикл является гл: - 

Редуцированной формы этого нуклеотида. Остальные пути окисли: 
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тезе жирных кислот (9, 11, 14, 45). 


ионов, необходимых для редукции к ом водородны 
ротонил-КоА в ы их 
Недостаточное количество НАДФ’Н, бутирил-Код. 


› Подвергающе- 


а и 
кислоты, так называемой деацилазой. Это экзотермическая м ен 
сакция. е- 


ацидоза. 

Однако возникает вопрос, почему ацетил-КоА, будучи конечным продуктом 
катаболизма жирных кислот, не сгорает целиком в цикле Кребса при рас- 
стройстве ресинтеза жирных кислот. На этот и многие другие вопросы в на- 
стоящее время еще нет достаточно ясного ответа. Несмотря на большие успехи 
в этой области, известное утверждение, что жиры сгорают в огне углеводов, 
немного потеряло в своем значении. Изменилась только интерпретация этого 
явления — связи жирового метаболизма с углеводным, на основании новых 
достижений биохимии. Критический пункт в нарушении взаимозависимости 
углеводного и жирового обмена вероятно находится в недостаточном про- 
изводстве НАДФ.Н,. Цикл Кребса при диабетическом ацидозе функциони- 
рует совершенно нормально (5). 

Ферментные расстройства, имеющие место в крови и ее 
ляемых организмом веществах при сахарном диабете. и 
поведения различных ферментов при сахарном диабете разработан недо ы 
точно. Итак, некоторые авторы сообщают об увеличении активности ож 
в сыворотке крови у диабетиков, тогда, как другие сообщают о он 
нормальной активности этого фермента. Активность холинэстеразь ыы 
у этих больных нормальна. У некоторых больных отмечается те 
активности глюкозофосфатизомеразы в сыворотке (1). ея Е 
факт, отмеченный большинством ы а именно, усиленное 
уропепсина с мочой у диабетиков (4). ее 

Инсулиназа. Факт, что растертые ткани обладают ах ри 2 
вировать инсулин, известен уже больше, чем 30 лет. ВД фермента, 
тельный период времени, вопрос о роли и значении р реет ента отме- 
разлагающего инсулин, остается открытым. Активность этого 
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› НАЧИНАЯ цикл 
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чьи прод 
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почти во всех тканях (6, 7). Наиболыная концентрация этого фермента 
чается 


ается в печени. Такжеив поджелудочной железе имеется значительное 

А чество (6). Протеолитические свойства инсулиназы проявляются не 

5 по отношению к инсулину, но также и к целому ряду других белковых 
тольк 


юкоза 


ом 
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Рис. 68. 
СУбстан: 
продурий: АКТИВНОСТЬ Это 


го фермента тормозится ингибитором инсулиназы, 
тим фактом объясняется частое ухудшение сахар- 


ного а в печени. Э) 
ется а ц 


а ингибитора инсулиназы. Производные суль- 
тормозят активность этого 
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ПАРАЩИТОВИДНЫЕ ЖЕЛЕЗЫ 


Паращитовидные железы продуцируют белковый гормон, лишенный 
цистина, с молекулярной массой 9500 (6). Этот белок состоит из одной поли- 
пептидной цепи, которая, даже после частичного гидролиза, не теряет целиком 
своей биологической активности. Выделение этого гормона регилируется 
уровнем кальция в крови. Роль уровня фосфора с этой точки зрения окон- 
чательно не выяснена. 

В настоящее время уже не остается никакого сомнения в том, что рагаёйоттоп 
СоШр влияет на кальциевый обмен, действуя прежде всего на кости (2, 4, 6). 
Согласно Меитап и сотрудникам (5) этот гормон повышает активность осте- 
областов, тормозя их цитратдегидрогеназу путем разрушения кофактора 
этого фермента, которым является НАДФ. Таким образом дело доходит до 
кумуляции лимонной кислоты на поверхности отложений кальция и мобили- 
зация кальция, который проникает в кровяное русло. Следует отметить, 
что обнаружена положительная корреляция между уровнем кальция и лимон- 
ной кислоты в крови. Менее изучено влияние гормона паращитовидных 
желез на метаболизм кальция на уровне почек, желудочно-кишечного тракта 
и молочной железы. Интересно, что дефицит его резко усиливает выделение 
кальция с молоком. 

Нам кажется, что этот гормон оказывает также непосредственное влияние 
на метаболизм фосфора, и то на уровне почек. Он увеличивает выделение 
фосфатов через почечные канальцы, при этом совершенно не нарушая реаб- 
сорбции этих солей (в проксимальном отделе почечных канальцев фосфаты 
почти целиком подвергаются реабсорбции). При диагностике как гиперфункции, 
так и гипофункции паращитовидных желез большую помощь может оказать 
определение активности щелочной фосфатазы в крови. При гиперфункции 
Этих желез кроме классической гиперкальциурии, гиперфосфатурии, ги- 
пофосфатемии и гиперкальцемии отмечается более или менее выраженный 
рост активности щелочной фосфатазы, что свидетельствует об усиленной 
активности остеобластов и остеокластов. Рост активности этого Ффер- 
мента имеет место, однако, только при выраженных костных измене” 
ниях. В исключительных случаях отмечается также увеличение активности 
кислой фосфатазы. После удаления аденомы или рака паращитовидных 


желез, активность щелочной сфатазы в ови ает до нор 
величин. фосфа ее к 
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При вторичном гиперпаратиресидизме 5 3): 

нических заболеваний почек, увеличение актив 

ве только в половине случаев. Гипофунк 
Е с пониженной активностью щелочной 
про’ 


развившемся в результате 
ности щелочной фосфатазы 
ция паращитовидных желез 
фосфатазы в крови. 
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ЩИТОВИДНАЯ ЖЕЛЕЗА 


Эта железа относится к одному из наиболее хорошо изученных с точки 
зрения физиологии и биохимии органов внутренней секреции. Мы остано- 


оны вимся на: - у 
Ао : а) биогенезе и метаболизме гормонов щитовидной железы; 
С 6) механизме действия этих гормонов; 
и Пели в) ферментативных изменениях в крови и различных органах, наблю- 
ЕСИ даемых при гиперфункции щитовидной железы; 
Зрения он о г) врожденных и приобретенных расстройствах биогенеза гормонов щито- 
видной железыу 

›ратайутил д) ашийутеойса и механизме их действия. 
ети (2,46, Биогенез и метаболизм гормонов щитовидной железы: 
[НОСТЬ 00 1. Биосинтез гормонов (5, 18, 26) начинается от концентрации и фиксации 
т коб ионов Йода (]—) этой железой (смотри схему). Процесс фиксации контролирует- 
У доходит ся ферментативно и зависит от наличия кислорода и сульфгидриловых групи. 
я мб Роданиды и соли хлорной кислоты тормозят накопление йодида в щитовидной 
т Е Процесс фиксации и концентрации йодида усиливается под влиянием 

ле иреотропного гормона. . 
ия т 2. Следующий этап биосинтеза заключается в окислении йодистых солей 
т Г. до молекулярного йода. Этот процесс происходит при наличии фермента 
о типа пероксидазы, называемой Йодазой. Его тормозят производные тиомо- 
ВЫ чевины. 


3. В свою очередь, молекулярный йод используется для йодирования мо- 
лекул тирозина, вмонтированных в белок — тиреоглобулин. Процесс галло- 
т иЗации начинается вначале при углероде С, а затем С, бензойного кольца. 
а Образуется монойодтирозин (МИТ) и дийодтирозин (ДИТ). Процесс 

огенизации усиливается в присутствии ионов меди (эти ионы инактиви- 
В ингибитор йодазы). НАДФ, НАДФ-Н, и глюкозо-б-фосфат также 
и - процесс галлогенизации. МИТ и ДИТ, входящие в состав тиреогло- 
лезе дег к подвергаются дегаллогенизации имеющейся в еее = 
ном МТ огеназой (в отличие от свободного, не связанного с тиреоглобули 
ть ДИТ, легко подвергающихся этому процессу). 
ертый этап образования гормона щитовидной железы заключается 
Рек двух молекул ДИТ или одной молекулы ДИТ и одной а 

вон ием тироксина (Т.) или трийодтиронина (Г). Не лия ь 
жЖено ре путем дегаллогенизации Т.. Однако у человека не © ыяру. 
Тоже моль о одтиронина и 3,3'5'-трийодтиронина, которые теоретич е% 

бы образоваться на этом этаце (смотри схему). Кроме перечисл 
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4. Четв 
в Конден, 


С образ 














7) 


Объяснение: 


380 


БИОГЕНЕЗ ГОРМОНОВ ЩИТОВИДНОЙ ЖЕЛЕЗЫ 


Концентрация и фиксация йода 


8 


Окисление йода 21—Т, 


+тирозин 


мит дит 













ь < у 
ьч ^^ 
3,3'5'-трийод- 


тиронин дит 





3’,3-дийодтиронин 3”,5*,3,5-тетра- 


Йодтиронин (Т,) 


дегаллогенизация 


3,5,3’-трийод- 
тиронин (Т,). 


Протеолиз тиреоглобулина 


И ДИТ, 
— 
дегаллогенизация | 


связывание при помощи 
ТВР и транспорт к тканям 


действие на уровне клетки 


воссоздание Т; и Т, 


МИТ — монойодтирозин 

ЩИ. — дийодтирозин 

—Й трийодтирозин. 

— тетрайодтирозин 

Вт = белок, связывающий тироксин 








онинов одновременно образуется аминопропионовая кис 
йодтирозинов может являться результатом 
конде процесс может являться результатом соответст 


т кислота. Процесс 
действия ферментов, 
вующего пространст- 


хот. ого расположения мит и ДИТ В молекуле тиреоглобулина. Этим пу- 
ВН розуется окончательный тиреоглобулин, готовый к отщеплению я ит 
г В этом процессе отщепления Та и Тз, обусловленного наз ОЕ 


шчием протеаз 
В, освободившиеся тирониновые гормоны немедленно связываются 


белком сыворотки и (Трупожте ытате ртотет). 
Протеолиз захватывает т › связанные с тиреоглобулином. 
Однако эти соединения сразу же после освобождения подвергаются дегаллоге. 
низации, а образовавшийся Йод и тирозин могут быть снова использованы 
процессе образования Т, и Та. Процесс дегаллогенизации нуждается в при- 
Н тВИИ НАДФ-Нь. В физиологических условиях почти весь йод крови 
‚= с белком и осаждается с ним после прибавления трихлоруксусной 
кислоты, реактива $01102У1 и так далее. Поэтому обычно говорят об йоде, 
связанном сбелком (РВТ-ргогет боипа то@те). Осажденный с белком йод можно 
й экстрагировать бутанолом (биёапой ‘етаса е зо4те). 
ДИТ Бутаноловый экстракт содержит йод, связанный с аминокислотами, которые 
вероятно не связаны пептидными связями с белками. В него входят в первую 
очередь тирониновый йод (Тз› Га). Отсюда в физиологических условиях, 
Яод, связанный с белком (РВТ), практически равен тироксиновому и трийодти- 
| рониновому Йоду. В патологических условиях могут освобождаться йодиро- 
ванные аминокислоты, связанные с тиреоглобулином. Отсюда, определяя 
йод, связанный с белком и йод, экстрагирующийся бутанолом, можно уловить 
некоторые нарушения биогенеза этих гормонов. ТВР является белком, пе- 
ремещающимся при электрофорезе на бумаге со скоростью, промежуточной 
между 0, и @, глобулином. При насыщении этой белковой фракции, Т. и Т 
могут связаться с альбуминами или в незначительной степени с предальбуми- 
новой фракцией (7). 

Концентрация ТВР увеличивается особенно при беременности, при ле- 
чении эстрогенами, гиперфункции щитовидной железы, при заболеваниях 
печени (4), а также у новорожденных. Сродство Т. к ТВР гораздо меньше, 
чем Та. Поэтому освобождение Т, является более быстрым, а период полу- 
распада его более коротким, чем Та. 

6. О механизме действия гормонов смотри под 6. 

7. Метаболизм Тз и Т. заключается в (5, 18): 

а) дегаллогенизации, 
) окислительном дезаминировании, 
В) декарбоксилировании, 
Г) эстерификации с глюкуроновой кислотой, 
д) окислении фенольной группы и 
©) разрыве эфирной связи. 


д пепти, 





3,)-тета- 
они (Т, 








тлоген 


















а) а 
] ) МН, 


а) г) ЕЯ ОН 
9—= но ме. 






] ] 


а) а) 

е со ских условиях йод выделяется преимущественно с нЕ 
и Йода. Выделение йодированных аминокислот следует нь 
ое физноле СИМИтомом. Печеночно-кишечная циркуляция имеет м 

логическое значение. 





В 
в Физиологиче 
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Механизм действия го монов г 
26). Несмотря на инь о: железы (13,1 

ы 5 : Этой области › 18, 2 
действия гормонов щитовидной железы окончательно не выс? ани 
чески активной субстанцией является Т, или нео ЕВ м 
обмена. я ПРодукг © 

Доказано почти с полной уверенностью, что ти 
моном щитовидной железы, который действует на УРоВне клетки © Тем гор. 
бождение Г. и Т, из ТВР зависит от уровня его в крови и от ф з): 
словливающих их освобождение на уровне клетки. Неизученный ь 
болит ТаиТ, должен вмешиваться в процессы окислительного фос Ще мета_ 
вания таким образом, что освобожденная в процессе этой реакции форилин. 
накапливается в виде высокоэнергетических соединений, а в ИЯ не 
в виде тепла. Не исключается, что гормоны щитови ается 


Роксин не являетс 


дной железы, Обладая бо. 
шими способностями связывания биологически активных микроэлеме _ 
(Мп, Со, М, п, Са), этим путем вмешиваются в ферм в, 


ентативные про- 
цессы. Другие ученые видят в гормонах щитовидной железы регулято 
проницаемости клеточных оболочек по отношению к различным а 
что оказывает влияние на обмен веществ. а 

Ферментативные изменения в крови и разных органах, можно 
обнаружить как при гиперфункции, так и при гипофункции железы. Ри. 
-В1уег$ и Тата (18) пишут о поведении 22 ферментов или ферментных систем 
при этих заболеваниях. Этим конечно не исчерпывается список всех измене- 
ний, происходящих в действительности в ферментных системах при этих па- 
тологических состояниях (1, 2, 10, 11, 18). Эти изменения не зависят от стадии 
заболевания. Если учесть, насколько далеко заходят морфологические изме- 
нения в мышцах, скелете и паренхиматозных органах как при Базедовой бо- 
лезни, так и при слизистом отеке, то обнаружение тех или других нарушений 
в ферментах крови и в различных органах не явится неожиданностью. 

Особенно следует подчеркнуть ферментативные процессы, происходящие 
в эритроцитах или лейкоцитах (12, 17), а также внутренних органах (24) при 
гиперфункции щитовидной железы. Если дальнейшие исследования, прово- 
димые в этом направлении, подтвердят их специфический характер, то это 
может иметь большое практическое значение в диагностике гиперфункции 
щитовидной железы, особенно в случаях с неполной клинической кар- 
тиной, а также в наблюдении за динамикой развития заболевания в „про- 
бирке“. 

Врожденные и приобретенные расстройства биогенеза гормо- 
нов щитовидной железы (4, 5, 18, 25, 26). ВН2гага (5) делит = 
ферментные или метаболические дефекты щитовидной железы на следующи 
группы: 

Т. Дефекты синтеза гормонов щитовидной жедезы: овидной 

а) дефект в концентрировании и фиксировании йодида в щит 
железе; 

6) неспособность окисления йодида до ].; йодиро 

в) ферментная блокада, делающая невозможным образование 
ных производных тирозина (16); мо лекул 

г) ферментная блокада, делающая невозможным конденсацию д 
Йо, озина (21); ео 

а протеолиза Йодтирозинов и йодтиронинов из ТИР 
булина; Лина 

ых освобождение из щитовидной железы патологического тиреоглобу 
или субстанции, с ним сходной (27); 2 
еси дегаллогенизации свободных йодтирозинов (6). 


ван- 


гло- 
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к прив 
ти Друг 


















> 


Дефекты связывания йода белком. 
`резмерное количество 'ТВР? 

а) а аженное количество ТВР? 

г Дефекты, касающиеся расстройства метаболизма гормонов щитовид- 
ной железы. =. ь ы 

Из представленной выше классификации следует, что расстройства нор- 
хального биогенеза метаболизма гормонов щитовидной железы могут раз- 
виться на уровне их биосинтеза в этой железе, на уровне транспорта гормонов 
из щитовидной железы до эффектора, и даже на уровне самой клетки, мета- 
болизирующей эти. гормоны. Если расстройства биосинтеза гормонов щито- 
видной железы относительно хорошо изучены, то остальные расстройства 
изучены только частично. 7 изучении этих первых помогла прежде ‘всего 
хроматография меченных ] соединений, полученных из щитовидной же- 
дезы, крови или мочи (радиохроматография). Она объяснила много неясных 
до настоящего времени вопросов гипофункции щитовидной железы, проте- 
кающей с нормальным количеством ТВТ. Среди приобретенных ферментных 
дефектов, наблюдаемых в биосинтезе гормонов щитовидной железы, следует 
вспомнить о расстройстве протеолиза тиреоглобулина, проникающего из этого 
органа в кровяное русло в неизменной форме при некоторых воспалительных 
заболеваниях (5), раке щитовидной железы (20), а также после применения 
стерапевтической целью ]181 (3). Кроме того, при гиперфункции щитовидной 
железы (8,22) и раке этого органа (13), в некоторых случаях отмечается об- 
разование в щитовидной железе трийодтиронина как основного гормона 
(в нормальных условиях 95% гормонов щитовидной железы составляет ти- 
роксин). Эти последние случаи свидетельствуют о нарушении биосинтеза гор- 
монов щитовидной железы при патологических состояниях. 

Апигвугеоцса. К наиболее широко применяемым лекарственным веще- 
ствам при гиперфункции щитовидной железы следует отнести йод в виде 
Люголевской жидкости, йодистого калия, производные тиоурацила (метил- 
и пропил-тиоурацил), а также производные имидазола (меркаптометилими- 
дазол-Тапазол и 2-карбоетокситио-1-метилоимидазол-Неомерказол). 

Механизм действия йода изучен недостаточно. Предполагается, что йод, 
вводимый в больших количествах, действует угнетающе на все этапы биосин- 
теза гормонов щитовидной железы (цитировано по 14). Перхлорат калия или 
о а также роданиды, делают невозможным концентрацию и фиксацию 
Е о железе (9,19). Во время лечения этими препаратами 
мы за абсолютно противопоказано. Если у больного перед операцией 

од, а делают это очень часто, то при предварительной подго- 
лями хлорной кислоты у него может развиться тиреотокси- 
перед операцией. Производные тиоурацила (9, 19, 23) и, ве- 
дные имидазола, прежде всего тормозят процесс йодирования 
х лечебный эффект можно свести на нет только препаратами 


товке больного со. 
ческий криз еще 
Роятно, произво, 
тТирозина, И: 
Тироксина. 
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НАДПОЧЕЧНИКИ 


= КОРА НАДПОЧЕЧНИКОВ 


1. Биогенез гормонов коры надпочечников в сокращенном виде приве- 
ден на схеме. Исходным материалом для синтеза всех стероидов (андрогенов 
и эстрогенов тоже) является холестерин (10, 15, 16, 19, 28, 34). Холестерин 
подвергается ферментативной перестройке в изокапроновую кислоту и пре- 
гненолон, причем происходит гидроксилирование при углероде С». Этот 
процесс, наблюдаемый в яичках, яичниках и надпочечниках, нуждается 
в присутствии АТФ и НАД. Биогенез стероидов из холестерина регулируется 
АКТГ. Существует еще и другой, независимый от АКТГ, путь синтеза пре- 
гненолона или прогестерона, непосредственно из уксусной кислоты. Однако 
в физиологических условиях этот путь не имеет практического значения. 
В свою очередь прегненолон подвергается превращению под влиянием спе- 
цифического фермента, называемого 3-В-гидрокси-дегидрогеназа, в проге- 
стерон. Согласно современным взглядам на стероидогенез, прегненолон, 
или прогестерон являются основными элементами для синтеза всех, изве- 
стных до настоящего времени, биологически активных стероидов. Дальше 
‘обмен прогестерона в надпочечниках может идти в 3 основных направлениях: 

а) продукции филогенетически наиболее старой групцы стероидов, то есть 
половых гормонов; 

6) продукции гормонов, регулирующих водносолевой обмен; 

в) продукции филогенетически наиболее молодой группы стероидов, то есть 
17-гидроксистероидов * 

В физиологических условиях примерно 2/3 выделенных с мочой 17-КС 
происходит из надпочечников. Эта фракция включает метаболиты половых 
гормонов, продуцируемых в коре надпочечников, а также 17-КС, являющихся 
продуктом обмена 17-ОН (17-гидрокси) стероидов. 

Ко второй группе гормонов надпочечников прежде всего относится дезо- 
р отерон (ЦОК), кортикостерон и альдостерон; ТЕ 
Е ную роль в регуляции водно-электролитного обмена. ДОК. обра" 

| результате 2]-гидроксилирования прогестерона. В результате 11-ГИД 


вания ДОК. образуется кортикостерон, а из него, после окисления 


Углерода С; — альдостерон. 
роиды те В цпу кортикоидов надпочечников составляют 17-ОН = 
ы считать, что очередность гидроксилации прогестерона ПР 
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определенных углеводах точно детерминирована. В пе 

оксилирование С;.› во второй С. ‚ и лишь в конце 
однако установлено, что гидроксилирование Си мо 
ственно после гидроксилирования С.„. 

Обмен стероидов в основном заключается в 
с образованием алкогольной группы при С,, сп 
ее с глюкуроновой или серной кислотой. Большинство продуцируемых надпо- 
чечниковых ОН-стероидов выделяется с мочой в виде тетрагидрокортизона, 

а лишь незначительная часть реставрируется до производных андростана. 

Так же, как 17-ОН стероидов, представляется обмен альдостерона, который 
в большинстве своем выделяется как эфир тетрагидроальдостерона. Надно- | 
чечниковые половые гормоны подвергаются редукции до производных ан- 
дростана, а затем этерификации при С.. Лишь незначительная честь пере- 
численных стероидов выделяется с мочой в неизмененном виде. 

2. Механизм действия стероидов и их влияние на разные ферменты. 
Истинные гормоны коры надпочечников (не учитывая половых гормонов) 
необходимы для нормальной жизнедеятельности человеческого организма. Их 
многостороннее влияние на, практически, все процессы обмена в организме, 
заставляет считать, что они вмешиваются в одно основное звено клеточного 
метаболизма, необходимое для нормальной жизнедеятельности клетки. Это 
звено прежде всего связано с продукцией энергии, скрытой в форме высо- 
коэнергетических соединений. Возможно, что основное значение кортикоидов 


рвой фазе происходит 
Си. В последнее время 
жет настуцить нецосред- 


редукции кольца А или В 
оследующей этерификацией 


ИО алее 
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М ВИДЕ Пре. 
ов (андр 






Е заключается в регуляции процессов фосфорилирования, а совершающиеся 
") ей другие биохимические изменения являются только их следствием (2). 

к :й Влияние 17-ОН стероидов на разные ферментные системы является пред- 
ЮДЕ а 9" 





метом многочисленных сообщений (1, 5, 9, 11, 12, 31, 35). Нередко они про- 
тиворечат друг другу, что зависит от исследования одного и того же явления 
часто в разных условиях. Число клинических сообщений относительно вли- 
яния гликокортикоидов на активность различных ферментов в крови к со- 
жалению очень невелико. УаК и О\епз (35) сообщают об угнетающем вли- 
янии кортизона на активность кислой фосфатазы сыворотки крови у больных 
С метастазами рака предстательной железы в кости. Адаюз и сотрудники (1) 
обнаружили рост активности пептидазы в крови у больных болезнью Ку- 
шинга. Лучше всего изучено влияние 17-ОН стероидов на выделение цепсина 
слизистой оболочкой желудка и выделение уропепсина с мочой (5, 9, 12). 
При здоровых почках и нормально функционирующей слизистой оболочке 
желудка, 17-ОН стероиды резко повышают выделение уропецсина. При гипо- 

Ункции слизистой оболочки желудка (рак желудка, болезнь Аддисона- 
















Бирмера), уропепсина выделяется мало, иногда в количествах едва ея 
их, а стероиды не изменяют выделения его с мочой. При авт 
Ункции почек и слизистой оболочки желудка выделение Е ей 
служить тестом функциональной способности надпочечников (22). При гиц 
ти коры надпочечников выделение уропепсина ок меда 
В Врожденные ферментные дефекты в биогенезе т7- стер од . 
Этой группе заболеваний лучше всего изучен и мезюньит-аль 
ое Сущность этого патологического синдрома заключается в гла 
Проксилирования прогестерона (3, 6). Различаются три основны р. 
з) синдрома: 
компенсированная форма (6, 8), 
) а: с потерей соли (4, 7), 

Рма с гипертонией (13). 
Рассмотрим, ы 03) отдельных форм этого синдрома. Ос 
нов рим по очереди цатомеханизм Е Бега 

чым фе нсированной формы, так и фор 
Ррментным дефектом как компенсир 
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с потерей соли, является отсутствие 21-гидроксилирования 
В результате этого (смотри схему биогенеза стероидов) образова 
дроксинрогестерон не может подвергнуться дальнейшему обмену в 1 
кси ДОК и кортизол, а редуцируется до прегнантриола. Дефицит ы: ТИдро- 
в крови побуждает подбугорье и, косвенно, переднюю долю гипофиза тиЗола 
ленной продукции АКТГ. АКТГ в свою очередь усиливает продукцию К уси- 
нолона или прогестерона, который, однако, не может быть еды 
в правильном направлении, то есть для производства кортизола. Значите а 
ные количества прогестерона превращаются в прегнантриол и производных >: 
андростана. Эти последние являются причиной вирилизации у особей Е 
ского пола и преждевременного развития половых органов у особей мМужско 

пола. При определении 17-ОН стероидов способом Ромег-ЗИБег Е го 
вообще не обнаруживается хромогенов (этим способом обнаружи; рови 


ваются стеро- 
иды с боковой цепью СН.ОН—СО—С—ОН). В моче этих больных кроме — 


пПРогестеро 
Вшийся 17-ти. 


шого количества 17-К.С и прегнантриола обнаруживается также незначительное 
количество 11-кето-прегнантриола, что может свидетельствовать © возмож- 
ности 11-гидроксилировании перед гидроксилированием углерода С». 

Увеличение концентрации АКТГ у этих больных кроме того приводит как 
к гипертрофии коры надпочечников, так и к пигментации кожи (как при бо- 
лезни Аддисона). При компенсированной форме надпочечниково-полового 
синдрома отсутствие 21-гидроксилирования не является абсолютным. Хотя 
количество продуцируемых у этих больных гликокортикоидов невелико, но 
еще достаточно для нормальной жизнедеятельности. Продукция альдостерона 
У них чаще всего нормальна. 

У 13 больных с данным синдромом отмечаются симитомы чрезмерной 
потери соли с мочой. У этих больных 21-гидроксилирование совершенно 
отсутствует, что влечет за собой выпадение продукции минералокортикоидов 
(8). Это утверждение противоречит утверждениям других авторов (29), ко- 
торые отмечали увеличение выделения альдостерона при описываемом син- 
дроме. Наблюдения этих авторов могли бы также свидетельствовать о суще- 
ствовании другой, чем альдостероновая, регуляции водно-электролитного 
обмена, или могли бы свидетельствовать о пермиссионном действии кортизола 
по отношению к альдостерону. Полное отсутствие кортизола у этих больных 
должно было бы сделать невозможным действие альдостерона. Кроме того, 
не исключена возможность чрезмерной продукции у этих больных какого- 
то натриуретического гормона. Больные эти выделяют с мочой избыточное 
количество 17-КС, прегнантриола, 17-гидроксипрегнанолонаи 11-кето-прегнан- 
триола. Последний имеется в моче в очень большом количестве. В других 
отношениях больные группы а ничем не отличаются от больных группы б. 

Из вышесказанного вытекает, что имеется лишь количественная, а не Ка- 
чественная разница между больными с компенсированной формой и с фоР- 
мой, протекающей с потерей соли. Разница заключается лишь в степени 
выпадения процесса 2]-гидроксилирования. ». 

Сущность синдрома, протекающего с гипертонией, заключается в ОеЫ 
ствии 11-гидроксилации прогестерона. Отсутствие фермента, ответственн ее 
за процесс 11-гидроксилирования, приводит к чрезмерной продукции ть 
ксикортикостерона, что приводит к артериальной гипертонии. а стан- 
в надпочечниках вырабатывается большое количество 17-ОН. ДОК. (су ии $ 
ция 5. Весвзета) который затем проникает в кровь. В печени т ай 
подвергается редукции до тетрагидро-$ и прегнано-3-х, 17-а, 20-а, = и оно- 
Удаляемых затем с мочой. Реакцией Ромег-ЗИБег можно обнаружит т 
ген в крови, так как субстанция $. Весвиеш содержит необходиму’ 


386 











этой реакции группировку СН.ОН-СО-С-ОН. У этих бо й 


деляется гораздо меньше прегнантриола, чем при описанных выше формах 
надпочечниково-полового синдрома. В моче Этих больных имеются также ме- 
таболиты ДОК, а именно тетрагидро-ДОК.. Так как дефицит 11-гидроксили- 

ования не всегда бывает абсолютным, в моче этих больных количество 
альдостерона снижено. 

Из сказанного выше можно сделать вывод, что гипертрофия надпочечников 
у этих больных является результатом чрезмерной продукции АКТГ, выз- 
ванной отсутствием тормозящего действия кортизола. Ввиду гиперпродукции 
АКТГ продуцируется избыточное количество андрогенов, вызывающих сим- 
шомы вирилизации. Применение у этих больных кортизола или его произ- 
водных, тормозя выделение АКТГ гипофизом, ликвидирует как чрезмерную 
продукцию андрогенов, так и усиленную продукцию ДОК. Таким образом 
исчезают симитомы вирилизации у особей женского пола и преждевременного 
развития половых органов у особей мужского пола. Также и кровяное давле- 
ние возвращается к норме. 

Надпочечниково-половой синдром генетически обусловлен дефектом ги- 
дроксилирования прогестерона, проявляющимся только у гомозигот. Интерес- 
ным фактом является резкое увеличение продукции андрогенов и меньшее — 
17-ОН стероидов у гетерозигот (родителей больных с этим синдромом) после 
введения им АКТГ. 

4. Ингибиторы гидроксилирования прогестерона. В последние годы об- 
наружены субстанции, тормозящие процесс гидроксилирования прогестерона 
(24, 25, 26, 27, 30). К ним относится амфенон В (3,5-ди-п-аминофенило)-2-бута- 
нон, а также субстанция, называемая сокращенно 50 4885 (2-метил-1,2-ди(3- 
-пиридило)-1-пропанон) (16, 23, 25). 
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Кортикондов Амфенон тормозит биосинтез кортикостерона, кортизона и гидрокортизона. 
хв (4), № Высокая токсичность этого соединения послужила причиной изъятия его из 
тваемом 08 лечебной сети. 

Воть о 0 $9 4885 является специфическим ингибитором 11-гидроксилирования про- 


гестерона. В результате действия этих субстанций становится невозможной 
продукция кортизона и гидрокортизона, то есть естественных ингибиторов 
передней доли гипофиза, продуцирующей АКТГ. Отсутствие ингибитора 
усиливает выделение АКТГ, что в свою очередь усиливает продукцию суб- 
станции $. ВасВуеша, лишенной тормозящего действия на гипофиз. Тест 
с $1 4885 используется для исследования секреторной функции гипофиза. 
Больному с подозрением на функциональную недостаточность передней доли 
типофиза, после определения У него исходной величины выделения 17-ОН 
стероидов, дают 50 4885, наблюдая за выделением этих стероидов в течение 
следующих двух дней. В физиологических условиях $0 4885, тормозя про- 
> — кортизола, лишает гицофиз естественного тормоза и вторично увели- 
т о АКТГ. Этот в свою очередь побуждает надпочечники 
атным си продукции гликокортикоидов, что, однако, является безрезуль- 

› ВВИДУ заторможенного 11-гидроксилирования. 
т продукция АКТГ приводит к увеличению продукции не корти- 
что эта Суб дезоксикортизола, то есть субстанции $. Весвуета. Ввиду того, 
опреде при определении 17-ОН стероидов ведет себя, как кортизол, 
еляЮт т выделение кортикоидов после введения $0 4885, косвенно опре- 
ВЫДелит акже величину выделения АКТГ. Таким образом можно оценить 

сльную функцию передней доли гипофиза. У больных с синдромом 


сер. 
НИЯ ео Тмечается увеличения выделения 17-ОН стероидов после введе- 


25* 





387 











Субстанция $0 4885 нашла также применение при проведении а 
гической адреналэктомии“ у больных с гиперфункцией коры надпоче е 
(17). Введение этого лекарства лишает организм физиологически активк е 
11-ОН стероидов, то есть как гликокортикоидов, так и минералокортикох ых 
Известно, что как кортизол, так и альдостерон являются 11-гидроксиско ов: 
дами. Отсюда и целесообразность применения этого препарата в случая 
быточного количества как кортизола (синдромы Кушинга, при которых — 
разным причинам невозможно произвести хирургической операции), ты 
и альдостерона” (особенно случаи вторичного гиперальдостеронизма). Из г 
веденной схемы биосинтеза следует, однако, что кортикоидом, опережающих 
альдостерон в процессе его синтеза, является ДОК, количество Которого за. 
метно увеличивается после введения $0 4885. Увеличение количества ДОК 
является результатом увеличения количества АКТГ. Для ликвидации неже- 
лательных симптомов избыточного количества ДОК, возникшего во ана 
применения $0 4885, следует притормозить выделение АКТГ, давая бо 
ному небольшие дозы преднизона (5—10 мг). Таким образом получают вы- 
падение продукции биологически активных 11- дроксистероидов. Поэтому 
и говорят о фармакологической адреналэктомии. 
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Рис. 70. Катаболизм адреналина и норадреналина. 
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МОЗГОВОЕ ВЕЩЕСТВО НАДПОЧЕЧНИКОВ 


адреналина и норадреналина, как и катаболизм этих гормонов, 
ь = схеме. Главный путь биосинтеза перечисленных катехолами- 
= от гидроксилирования тирозина с образованием ди-гидрокси- 
(ДОФА). ДОФА подвергается декарбоксилированию до ги- 
амина, а этот в свою очередь, после гидроксилирования боковой 
Е в норадреналин. Метилирование аминной группы нор- 
же а в конечном счете дает адреналин. 
аа адреналина и норадреналина начинается от метилирования 
о группы при Сз с образованием 3-метоксинорадреналина 
ИР плетоксиадреналина. Этот процесс происходит в присутствии о-метил- 
Е ансферазы. Продукты метилирования адреналина и норадреналина, подвер- 
= действию моноамин-оксидазы, преобразуются в 3-метокси-4-гидрокси- 
миндальную кислоту (МГМ) и в этом виде выделяются с мочой. Около 50— 
60% образовавшихся в организме аминокатехолов удаляется с мочой в виде 
МГМ (0,5—8 мг/24 часа). Метилированный адреналин или норадреналин 
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Рис. 71. Биосинтез адреналина и норадреналина. 
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может, однако, подвергнуться этерификации с глюкуроновой кис 
предварительного окислительного дезаминирования, и в этом виде ВЫДелить 

с мочой. Выделяемые с мочой метокси-адреналин и метокси-норадрен в 
глюкуронаты составляют 20—40% общего количества гормонов, продупи. 
руемых в организме. „ Родуци- 

Кроме о-метилирования, окислительного дезаминирования и этерифи. 
кации с глюкуроновой и серной кислотой, существует еще возможнос, 
окисления адреналина до адренохрома при участии цитохром-оксидазы ИЛИ 
ДОФА-оксидазы (14). Только незначительный процент (3—6 6) образовав- 
шегося адреналина и норадреналина выделяется с мочой в неизменном виде 
(около 50—80 рг/24 часа) (33). 

Понимание путей катаболизма адреналина и норадреналина имеет большое 
практическое значение. В хромофильных опухолях и в нейробластомах мета- 
болизм этих гормонов может быть расстроен. Хотя чаще всего главным 
метаболитом в этих случаях является МГМ кислота (18, 21, 32), однако 
известны случаи, когда выделение этой кислоты было нормальным, а уси- 
ленным было только выделение норадреналина (36). Известна также обратная 
возможность. Поэтому в подозрительных случаях хромофильных опухолей 
необходимо определять как свободные аминокатехолы, так и их мета- 
болиты. 

Роль перечисленных выше гормонов в регуляции кровяного давления, 
в углеводном обмене а также в качестве медиаторов периферической симпати- 
ческой системы известна давно. Менее изучено значение адреналина и нор- 
адреналина в центральной нервной системе. При нарушении катаболизма 
адреналина в ЦНС некоторые ученые усматривают причины различных 
психических болезней. За проявление этих последних должен был бы быть 
ответственным адренохром, являющийся галлюциногеном. 

Об ингибиторах аминооксидазы — смотри лечение. 


Лотой 6 
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ПРЕДСТАТЕЛЬНАЯ ЖЕЛЕЗА 


Предстательная железа является органом трубчато 
выделяющим простатический сок. Этот последний входит в состав челове- 
ческой спермы. Простатический сок имеет характер серозного отделяемого 
содержащего большое количество кислой фосфатазы. Согласно Абдергальдену 
(1) 1 мл спермы содержит около 1500—4000 единиц ВодапзКу этого фермента. 
Секреция этого фермента регулируется андрогенами. Введение андрогенов 
резко увеличивает содержание кислой фосфатазы в предстательной железе, 
а гипофизектомия и кастрация приводят к обратному эффекту. Имеется 
почти полная корреляция между количеством содержащейся в сперме кислой 
фосфатазы и количеством выделяемых с мочой андрогенов. Эстрогены резко 
тормозят продукцию предстательной железой этого фермента. 

Высокое содержание кислой фосфатазы в простатическом соке использо- 
вано в судебной медицине для идентификации пятен, состоящих из засохшей 
спермы. 

В клинической ферментологии имеет большое значение определение кислой 
фосфатазы в сыворотке крови. В физиологических условиях активность ее 
в сыворотке незначительна. Имеющаяся в сыворотке кислая фосфатаза 
вероятно происходит из печени, почек, кишечника, поджелудочной железы 
и селезенки. Оказалось, что кислая фосфатаза, содержащаяся в желчи, почках, 
эритроцитах и предстательной железе, отличается от кислой фосфатазы, 
содержащейся в надпочечниках, тонком кишечнике, печени, поджелудочной 
железе, селезенке и щитовидной железе тем, что активность первой тормо- 
зится алкоголем, а второй остается без изменений (2). Одновременно уста- 
новлено (2), что муравьиный альдегид является ингибитором фосфатазы 
эритроцитов, не влияя на активность фосфатазы простатического происхожде- 
ния. ЕзБшап и сотрудники (4, 5) установили, что кислая „предстательная“ 
фосфатаза совершенно инактивируется винной кислотой. Таким образом 
селективное торможение кислой фосфатазы винной кислотой и отсутствие 
торможения ее муравьиным альдегидом, стало основанием для определения 
источника кислой гиперфосфатаземии. В дифференциальной диагностике 
самое большое значение имеет определение этого фермента при новообразо- 
ваниях предстательной железы, органа, наиболее богатого этими ферментами. 
При сохранившейся оболочке, рак предстательной железы дает рост актив- 
ности кислой фосфатазы лишь примерно в 5% случаев. При разрыве ие 
Лочки, но без метастазов в кости, процент больных с усиленной крек 
кислой фосфатазы в крови увеличивается до 20% (9). При метастазах ея Е 
мредстательной железы в кости патологически а девы 3 25 

тт 
мы ева -в 550-206 случаев 3:6 ый к ее а образом 

нижает активность этого фермента р Е 
Наблюдение за ермента в периоде лечения им 
мене активностью этого фер нае” предстательной 
р ее а. ее активность щелочной фос- 
атазы > кости одновременно увеличивается нескольких дней введения 
Эстро крови, которая уменьшается после ость которой падает 
тенов (в отличие от кислой фосфатазы, активн 


быстрее, 8), 


-пузырчатого строения, 
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В некоторых случаях рака предстательной железы с метастаза 
отмечаются симптомы геморрагического диатеза, к м 
татом или тромбоцитопении, или наличия простат 


падение активности фибринолизина, параллельное падению ак. 
фосфатазы. При доброкачественной гипертрофии (аденоме 
предстательной железы, не отмечается кислой гиперфосф: 
раковые метастазы из других органов в предстательную же 
активности этого фермента в крови (1). 
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ЗАБОЛЕВАНИЯ СОЕДИНИТЕЛЬНОЙ ТКАНИ 


ЗЕТЕКУМ 20КА$1К 


РАСПРОСТРАНЕНИЕ СОЕДИНИТЕЛЬНОЙ ТКАНИ, ЕЕ СОСТАВ 
И ХИМИЧЕСКОЕ СТРОЕНИЕ 


Соединительная ткань, как ткань самостоятельная, или как одна из состав- 
ных частей других тканей, имеется почти во всех органах организма. Прежде 
всего следует здесь назвать: сухожилия, связки, хрящи, фасции, оссеин 
кости, а кроме того подкожную клетчатку, почечные лоханки, мочеточники, 
сердечные клапаны, стенки кровеносных сосудов и межклеточную субстанцию 
(иекзинит) паренхиматозных органов и мышц. 

В общих чертах соединительную ткань можно определить как сетку колла- 
геновых волокон, ретикулина и эластина в основной бесклеточной субстанции, 
состоящей главным образом из полисахаридов. В этой структуре имеется, 
кроме того, различное количество морфологических элементов в виде клеток 
соединительной ткани, носящих разные названия в зависимости от локали- 
зации. 

Как вытекает из этого определения, в соединительной ткани можно выде- 
лить 3 основные составные части: волокна (нерастворимые), бесструктурную 
субстанцию (растворимую) и клетки. 

Волокна, == которых в основном зависит опорно-механическая ак 
соединительной ткани, состоят из белковых нитей — ПРЕ всего панда 
гена, в меньшей степени эластина и ретикулина. В белой рф 
ткани преобладает коллаген, в желтой — эластин (например, в стенках реле 
носных сосудов, некоторых связках). Ретикулин имеется главным обр 
в паренхиматозных органах. 

овен р М меищеде: веществом, которого в организме пежо 
больше всего (около 1/3 всех белков). Цепь этого белка состоит порт 
количества глицина и пролина. Эластин составом аминокислот рем 
отличается от коллагена. Своеобразие строения ретикулина некоторь! 
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сомнение. Они его считают 
беруг под ашивающейся в гистологиче 
иначе окр ыделяется фибробластами в 
оплаению азуется в истинный коллаген. Коллагек раз 
еточно прео неа в некоторых микробах, так называе 
тами, ет А), причем чувствительность колл 
клостридио того фермента различна. До сих пор неиз 
к действию > нибудь значение для человеческой патол 
явление ео эластин, является эластаз 
рментом, р. оджелудочной железе. Ввиду того, что эластин является важ- 
имеющаяся ыы артериальных стенок, панкреатопептидазе Э припи- 
ной составной енная роль в патогенезе артериосклероза (1, 2). 
сывается ыы я клеточная субстанция соединительной ткани состоит 
Бесструктурн из мукополисахаридов и мукопротеинов. Кроме того она 
главным образом ое количество белков плазмы и электролитов. Состав 
содержит небольш ен мало. К мукополисахаридам, находящимся в соедини- 
мукопротеинов я несульфонированные полисахариды: серный хон- 
тельной ткани, отно в небольших количествах гепарин. Ферментом, деполи- 
роитиосиКОитиНЫИ олизующим мукополисахариды, является гиалуронидаза 
п едполагается, что в соединительной клетчатке имеется 
г кислота — гиалуронат-лиаза, имеющая большое зна- 
а: ги: = Е 
= для ть функции этой нов =. — это прежде всего 
ее о — хондробласты и в кости — 
Ще пани об 
остеобласты. 
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виде проколлагена > 


коллагена, только 
Предшественник 
который внутри- 
лагается Ффермен- 
мой коллагеназой 
тагена разных людей 
вестно, имеет ли это 
оГии. Специфическим 
а (панкреатопептидаза Э), 
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Й 1 в элек- 

инительной ткань > 

Е агена 

НЕЕ ЕИКрО тропоколл: 
о ВИ, что наименьшая и. в В 
к азмеры примерно 14х2900 А (4). а сивающей субстанцией 
г а 1000 А, а длина от несколь- 
=. сахаридов. Диаметр их равен от 200 до микроскопе обладают 
тек тер а Эти волокна в ран в толстые 
= а еж ее Скопления этих Я оо ИЕ 
к о етром примерно в 1 и, ате в свою очередь не вооруженным глазом. 
а пой или ается 
имые под лу; колько отлич: 
мер, в сухожилиях) пучки, вид = нес = 
ая эти пучки такого пуч 

Склеивающая бстанция, соединяющ а периферии - 

по ны в зависимости от локализации. ы не Е Е 
риобладает гиалуроновая кислота и Е т, маннозы и глюкозамина. 

Риды, содержащие большое количество г тозы» 
ы 


НОЙ ТКАНИ 
ФИЗИОЛОГИЧЕСКАЯ РОЛЬ СОЕДИНИТЕЛЬ 


ОЧНО 
времени т 

е астоящего 
Физиологическая роль соединительной ткани до Н 


носятся 

время © 

настоящее ключи- 

онизму в твали ис 

не изучена, тем не менее как к анахр ‘ельной ткани припись лета и мышщ, 
ВЗГЛЯду, согласно которому соединит й ске 


льных часте нхиматозных 
ао опорную функцию, связывания ест в структуре О ВЫПОЛНЯЕТ 
а также функцию заполнения пустых ве. функция, котору роль, иссле- 
Органов. Несмотря на то, что механичес ля организма важную 
‘оединительная ткань, несомненно играет д 
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дования последних лет свидетельствуют о том, что не 
другая биологическая задача соединительной ткани — зада Является 
гуморального равновесия тканей. Как известно, между ар Подд 
химатозными клетками отдельных органов не с а 
связи. Оба эти биологические пространства отде 
тельно-тканной структурой, в состав которой вхо 
ров и рыхлая сеть коллагеновых волокон, спаянных основной суб Е 
состоящей из полисахаридов. Все вещества, проникающие в та У станцией, 
клетки и удаляемые ими в кровеносное Русло, должны быть пе 
диффузии этим соединительнотканным транспортом. С это 
соединительная ткань является своего Рода регулятором г 
меостаза организма. В определенных условиях эта регуля 
соединительной ткани может оказаться расстроенной 
коплению в ней электролитов и воды, возникают отеки. Со 
соединительной ткани, наиболее активной с точки зрения гу 
ляции, являются мукополисахариды. Их состав, количество и степень о 
меризации имеют решающее значение в характеристике основной СУбстанции, 
‘ее стойкости, проницаемости, способности связывать воду, ионы итак далсе, Поз. 
тому метаболизм мукополисахаридов, исследованый при помощи радиоактив- 
ных изотопов, оказался более высоким, чем метаболизм коллагеновых волокон, 
Биологическая функция мукополисахаридов в свою очередь регулируется 
гиалуронат-лиазой организма, которая увеличивает проницаемость кацилляров 
и тканей и проницаемость клеточных оболочек, а также ингибиторами этого 
фермента, которые в физиологических условиях имеются в крови, и к ко- 


менее важной 


недостаточно изучены, и до настоящего времени существование системы му- 
кополисахариды-—гиалуронатлиаза, от которой зависит гуморальное равно- 


ПАТОЛОГИЯ СОЕДИНИТЕЛЬНОЙ ТКАНИ 
(КОЛЛАГЕНОЗЫ, РЕВМАТИЗМ) 


Проблема системы мукополисахариды-—гиалуронат-лиаза тесно связана с вы- 
делением в патологии человека группы заболеваний, называемых „коллаге- 
нозы“ (8). Под этим термином не следует понимать заболеваний с общей 
или родственной этиологией, а лишь заболевания, при которых патологи- 
ческие процессы являются системными и разыгрываются в соединительной 
ткани. Причем термин „коллагенозы“, хотя и является общепринятым, не 
отображает истинного положения вещей, так как при этих заболеваниях 

ы ся самого 
биохимические расстройства в соединительной ткани меньше касают ы 
коллагена, метаболически мало активного, а скорее межклеточной + вденелки 
то есть мукополисахаридов, характеризующихся большим рен 
динамизмом. Патологический процесс до некоторой степени поражает 
и клеточную часть ткани, то есть фибробласты. ити 

Изменения этого вида особенно резко выражены при некоторых Р\ т 
ческих заболеваниях, когда вся соединительная ткань тон >78 
Ферации, а в области межклеточной субстанции, состоящей из ая 
ридов, отмечается деполимеризация или неполная “ро нытоВИ в сино- 
Сходный деградационный процесс касается гиалуроновой кислоть сти. 
виальной жидкости суставов, от которой зависит вязкость этой ре де- 
‘Синовиальная жидкость, в которой гиалуроновая кислота подвер благодаря 
полимеризации, совершенно теряет свои физические свойства, 
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едем АКТГ, стероиды корь 
известно, р ры надпочечников и салицидаты влияют 


мализирующим образом на эти патологические процессы. 
„- настоящего времени окончательно не выяснено, зав 
ческое действие перечисленных препаратов также от и 
нукополисахариды:гиалуронат-лиаза (ингибирующее 
К тиалуронат-лиазе). 







исит ли это терапевти- 
х влияния на систему 
действие по отношению 











ГИАЛУРОНАТ-ЛИАЗА 








Действие гиалуронат-лиазы, в качестве так называемого факто ра распро- 
странения (‚зртеайте раслот“°), впервые обнаружил Пигав-Кеупав в 1928 г (0 
Он установил, что при применении экстрактов из яичек, инфекционные про- 
цессы распространяются быстрее. Позже оказалось, что такими же свойства- 
хи обладают некоторые экстракты из бактерий, яды змей, насекомых, а до 
некоторой степени также экстракты из других органов животных, кроме 















Радиоакти. яичек: из желудочной стенки, кишечника, поджелудочной железы и селе- 
ЗЫХ ВОЛОКОН, зенки. Дальнейшие многочисленные работы в этой области показали, что 
елена этим фактором распространения является фермент или комплекс ферментов, 
Кало в настоящее время называемый гиалуронат-лиазой (6). Гиалуронат-лиаза 
тра т вызывает деполимеризацию и гидролиз гиалуровой кислоты путем расщепле- 
ВИ, ИК ния глюкозамидных связей. Щеполимеризующее действие гиалуронат-лиазы 
росы относится не только к гиалуровой кислоте, но и к остальным мукопилиса- 
т харидам, имеющимся в межклеточной субстанции соединительной ткани. 
м В результате этого под влиянием гиалуронат-лиазы резко увеличивается 
ное проницаемость тканей и клеточных оболочек, что имеет огромное значение 
в патологии бактериальных и вирусных инфекций, а также при отравлении 
ядами змей и насекомых. Установлено, что вирулентность стрептококков, 
вызывающих рожу, в большой степени зависит от активности вырабатываемой 
ими гиалуронат-лиазы. То же самое относится к микробам газовой гангрены. 
Не исключено, что и в патогенезе острой ревматической болезни определенную 
СВЕ Роль играет гиалуронат-лиаза, вырабатываемая атакующими организм стренто- 
о кокками. То же самое можно отнести к явлениям очаговой инфекции. 
х о ий Терапевтическое действие некоторых препаратов (например, противревма- 
НИЙ рии т средств) до некоторой степени связано с торможением ими актив- 
ых Я Ее тиалуронат-лиазы. К ингибиторам гиалуронат-лиазы относятся: стероиды 
о, в роны адпочечников, салицилаты, ацетиловые и азотные производные гиалу- 
фри тя ет гепарин, желчные кислоты и так далее. Ингибитор гиалу- 
побои 5 зы имеется также в нормальной плазме. 
СОЯ тли Уппе ферментов, расщепляющих мукополисахариды, кроме гиалуро- 
я «бя Оп азы относится также мурамидаза, а в некотором смысле и гепариназа. 
й я ны активности гиалуронат-лиазы не нашло применения в фер- 
и" богаты огической диагностике, но в терапии широко применяется препараты, 
и 5 © этим, ферментом (3, 5, 9). 
у 
и М РАССТРОЙСТВА РАЗВИТИЯ СОЕДИНИТЕЛЬНОЙ ТКАНИ 
И ти Кроме 
ии 5 Которых еречисленных выше приобретенных заболеваний, в патогенезе 
д к й Или даже ны метаболизма соединительной ткани играют важную, 
он “Ющую роль, существуют редкие формы патологических синдро- 
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мов, при которых основные изменения также локализируются в РЕ 
тельной ткани. Считается, что в основе этих заболеваний лежат феи 
дефекты, обусловленные генетически. нтные 

Синдром МатЁава. Основными симптомами Этого син, 
долихостеномедия, то есть длинные и тонкие конечности 
бодным связочным аппаратом (разболтанные суставы), вывих хруста 
и расширения аорты. В гистологической картине аорты отмечается Дистроф 
эластических элементов. Предполагается, что в основе этих изменений р, 
генетическое расстройство метаболизма эластических волокон соединительной 
ткани аорты и аппарата движения, в результате какого-то ферментного Дефекта 

Синдром ЕШегз и Рап1о$. Основным симтомом этого синдрома являетсь 
чрезмерная эластичность и ломкость кожи и разболтанность суставов. в. 
дополнительное осложнение может иметь место расслаивающая аневризма 
аорты. Считается, что в основе этих изменений лежит дефект в образовании 
пучков коллагеновых волокон. Вместо линейной структуры волокнистых 
| элементов соединительной ткани, в этих случаях коллагеновые волокна 
образуют беспорядочную сеть. 
| Озгеовепея птрегреса. При этом синдроме патологические изменения ка- 
саются не только соединительнотканной основы кости, но и всей соедини- 
тельной ткани организма. Основными симтомами этого заболевания являются: 
ломкость костей, глухота, тонкая кожа, расслабление связочного аппарата, 
голубые белки, грыжи. В основе этих изменений скорей всего лежат расстрой- 
ства созревания (синтеза) коллагеновых волокон и ретикулина. 

Руеидохатйота @азисит. Симптомы: сш тротфоз4еа писрае (утолщенная, 
сморщенная, шероховатая кожа), иногда симптомы геморрагического диатеза 
(дегенерация стенок мелких артериальных сосудов). Причиной вероятно 
являются врожденные расстройства синтеза коллагена. 

Синдром Ницега. Симптомы: деформация скелета, ограничение подвиж- 
ности суставов, грыжи, увеличение печени и селезенки, глухота, умственное 
недоразвитие. Причиной является наследственное расстройство метаболизма 
мукополисахаридов в межклеточной субстанции соединительной ткани. 


дрома Являются. 
с0 слишком св о 
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ЗАБОЛЕВАНИЯ КОСТЕЙ 


ЗЕТЕКУМ #0КА$1К 


СОСТАВ, ХИМИЧЕСКОЕ СТРОЕНИЕ И МИКРОСТРУКТУРА 
КОСТЕЙ 


5 ие 
Химический состав костей, как и их микро-и макроскопическое строен! 


ой 
Уже давно изучены довольно точно, но исследование метаболизма костн 


ткани альной 
(особенно относительно процесса окостенения) находятся в начальн 
стадии. 
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Как известно, ЕН ткань состоит из органических частей, составом 
жикроструктурой соответстующих соединительной ткани. и г. - 
и ванных минеральных солей. Органическа 
( тагтх“ англосакскихавторов), на котором вто 

У 


сральные 

соли. Хрящ отличается от кости в основном лишь отсутствием неоргани- 
ческих составных частей. 

Неорганическая часть кости образует пространственную структуру гидро- 


ксиапатита, расположенную вдоль коллагеновых волокон. 
состоит из ионов кальция, фосфата и гидроксильных ионо 
формулой Са’(РО,)(ОН), или [Саз(РО,),]; - Са(ОН),, 
кристаллографическая единица состоит из 18 разных 
кристаллов кости входит также небольшое количе 
и фторидов. Наименьшая структурная единица кости, видимая в электронном 
микроскопе, имеет размеры 50 х 500 до 1000 А. Поверхность кристаллов в | г 
кости равна примерно 100 м?, что обеспечивает костной ткани, вопреки тому, 
что о ней судили раньше, большую метаболическую активность. 


Е идроксиапатит 
В с химической 
причем наименьшая 
молекул (9). В состав 
ство ионов карбонатов 


БИОХИМИЯ ОКОСТЕНЕНИЯ 


Биохимия окостенения, то есть метаболические процессы, обусловливающие 
минерализацию соединительной ткани, составляющей каркас кости, до настоя- 
щего времени изучена недостаточно. Еще окончательно не установлено, по- 
чему в одном и том же организме хрящ в одном месте окостеневает, а в дру- 


ть до превышения определенной постоянной величины, выше которой 
происходит осаждение соли Саз(РО,),. Часть фосфатазы проникает в кровяное 
в сыворотке как правило удается отметить активность этого 


Однако гипотеза ВоБшз 


лочной © при рахите имеется нормальная или увеличенная активность ще- 
ото о тазы, несмотря на резкое расстройство процессов окостенения. 
о 


нер 11801 принял существование „второго механизма“ процесса я 
Ральной а кости, от Которого зависят биохимические изменения не гумо 
местн: < 
И бследовак ной» Тканевой природы. 


онов 

4> необ; оказалось (9), локальное увеличение еж 

Чачитель Ходимое для осаждения фосфатных солей кальция, должн сх 
> Гораздо более высоким, чем то, которое обеспечивает 
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РН среды. Увеличение щелочности среды Резко ускоряет процесе В ь 
важную роль могут играть дезаминирующие ферменты остеобласт, эт 
ющиеся в этих клегках в большом количестве (7). Эти Ферменты п 
аммиак. Сильными ингибиторами нуклеации являются Фосфатные э 


соединительной ткани. 
Ясно, что кроме этих местных процессов, для окостенения необходима 
достаточная концентрация строительного материала в крови, в виде ионов 


путем увеличения кислотности среды (лимонная, молочная кислота) я 
вначале доходит до деминерализации кости, а затем, путем оааты 
разложения коллагена и мукополисахаридов, разрушается ее соединитель 








АКТИВНОСТЬ ЩЕЛОЧНОЙ ФОСФАТАЗЫ СЫВОРОТКИ КРОВИ 
ПРИ ЗАБОЛЕВАНИЯХ КОСТЕЙ 








398 










С. х. Сегодня 
лочн с 
диагностического теста при заболеваниях ой фосфатазы к 









я Крови, ка 

м костной систе › как 

работы в этой области потеряли актуальность. мы, невелико, и многие 
В норме активность щелочной Фосфатазы КРоВи у взрослых ав 

единицы ВодапзКу на 100 мл крови, или 4 лых равна 1,5—4 









13 едини 1 
ц Кше-Аг 
новном подтверждается принцип, что там, 5 11$ Г0пз. В ос- 
остеобластов усилена, отмечаетс 







У У детей активность фермен 
более высокая, чем у взрослых (1,5 доЗр 


ношенных детей более высокая, 
ности фермента имеет место т 
менности. 








ктив- 


акже у матери в более позднем периоде бере- 







РАССТРОЙСТВА РАЗВИТИЯ КОСТНОЙ ТКАНИ 





При врожденных заболеваниях костной 
щелочной фосфатазы крови нехарактерны. 


является так называемая гипо фосфатазия, 
ное с рахитом, 









РАХИТ 





Механизм действия витамина О на процессы окостенения точно не выяснен. 
Здесь имеет место как влияни 


е его на всасывание кальция в эпителии кишеч- 
ника и почечных канальцах, так и непосредтсвенное влияние витамина на 
метаболизм костной ткани. Установлено, что дефицит витамина 2 вызывает 
Расстройства в цикле Кребса (15). 

те 
@смотря на расстройство процесса окостенения при рахите, а = 
клинические исследования показали нормальную или увеличенную __ НЕ 
щелочной фосфатазы в крови при этом заболевании. Разные 24.8) т стре- 
Вают на рост активности фермента в 65—90%, случаев рахита (. и увели- 
частся увеличение активности до 190 единиц ВодапзКу (3). В ее мализации 
ченной активностью фермента лечение витамином Р Зриводит:К а инфор- 
“Го Уровня, что некоторые авторы (8, 13) считают наиболее ий фосфатазы 
а Ую может дать определение активности щелочн 
Рови при рахите 
я я тазы при 
В качестве диагностического теста активность щелочной = 
е- Заболевании имеет небольшое значение. В. форм за- 
чение этой п анних или 
об; агностики р 
боев а робы лишь для ди 
тическох ИЧеские исследования локализации щелочно. 
°. Кости не показали отклонений от нормы, ры 
срмент не играет важной роли в пато 






























й фосфатазы в рахи- 
что свидетельствует 
анного забо- 
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ОСТЕОМАЛЯЦИЯ 






Как и при рахите, большинство случаев остеомаляции (являющейся 
ствием авитаминоза Оу взрослых) также характеризуется Увеличение, = З 
ности щелочной фосфатазы в сыворотке крови. Лечение витамином Г) ыы 
< клиническим улучшением, приводит и в этих случаях к падению мы 
фермента, причем клинические симптомы заболевания исчезают бы. =>. 
чем наступает нормализация повышенной активности фосфатазы. ть >. 
определение активности щелочной фосфатазы в этих случаях имело д 
главным образом значение как показатель эффективности примененного Е 
чения. Кроме того, некоторые авторы подчеркивают значение этого Фермента- 
тивного теста в диагностике скрытых или ранних форм заболевание 
а также в дифференциальном диагнозе остеомаляции и остеопороза, ах 
как при этом последнем заболевании активность фосфатазы в крови не 
изменяется. 


БОЛЕЗНЬ РАСЕТА (05ТЕ1Т15 РЕРОКМАМ$ ,) 


ГИПЕРФУНКЦИЯ ПАРАЩИТОВИДНЫХ ЖЕЛЕЗ (БОЛЕЗНЬ 
РЕК ЛИНГАУЗЕНА, 05ТЕ1115 ЕВКОЗА СУЗТИСА СЕМЕВАГЛЗАТА) 


Механизм действия паратгормона на метаболизм костной ткани до настоя- 
щего времени точно не изучен. Одни авторы считают, что точкой приложения 


выделения ионов кальция. Во всяком случае при этом заболевании дело как 
правило доходит до отрицательного баланса кальция в организме. В ея 
ткани появляются очаги декальцинации, причем переведенный в раствориму 
фазу кальций повышает уровень ионов Са’ в крови. бычно 
Активность щелочной фосфатазы крови при этом заболевании обь в) 
Увеличивается, причем это увеличение зависит от тяжести заболевания т 
В почечной форме болезни Реклингаузена не наблюдается отчетлив 
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ПЕРВИЧНЫЕ ЗЛОКАЧЕСТВЕННЫЕ ОПУХОЛИ КОСТЕЙ 


Чаще всего наблюдается саркома (батсота ояе 
стический и остеолитический тип саркомы. Увеличение активности щелочной 
осфатазы, иногда значительное, имеет место в большинстве случаев остео- 
бластической формы, а в случаях остеолитической саркомы активность 
ермента в сыворотке крови в большинстве случаев не изменяется 
Определение активности щелочной фосфатазы при остеосаркоме. может 
иметь значение для оценки эффективности хирургического лечения. Новый 
рост активности фермента, если имелось первоначальное падение его после 
ампутации конечности, свидетельствует о наличии метастазов опухоли. 


овепез). Различается остеобла- 


ЗЛОКАЧЕСТВЕННЫЕ МЕТАСТАТИЧЕСКИЕ ОПУХОЛИ КОСТЕЙ 


Метастазы в кости чаще всего дает рак грудной железы, щитовидной же- 
лезы, почек, предстательной железы. И здесь различается остеобластическая 
и остеолитическая форма опухоли, но обе эти формы могут являться фазами 
развития той же самой опухоли. 

Увеличение активности щелочной фосфатазы чаще всего встречается при 
остеобластической форме метастатического рака кости. Определение актив- 
ности фермента может помочь в ранней диагностике метастазов в кости обна- 
руженного рака мягких тканей, и может также иметь значение в оценке 
эффективности примененного лечения. 

При других заболеваниях костей, кроме перечисленных выше, изменения 
активности щелочной фосфатазы не закономерны. Здесь следует вспомнить 
лишь о диагностическом значении определения активности кислой фосфатазы 
крови при раке предстательной железы с метастазами в кости. Увеличение 
активности кислой фосфатазы в сыворотке крови обнаружено больше, чем 
в 80% случаев этого заболевания (3). 
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ЗАБОЛЕВАНИЕ СКЕЛЕТНЫХ МЫПЩ 
ЗЕТЕБУМ РОКАЯУК 


СОСТАВ МЫШЕЧНОЙ ТКАНИ 
К основным веществам, входящим в состав мышечной ткани, относятся: 
белки, гликоген и его производные, креатин и его пр — 
Фосфорная кислота, пуриновые соединения .. электролиты пример акого 
Же состава, как и в межклеточной жидкости. 
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26 — Клиническая ферментология 





Различают 2 типа мышечных белков: фибриллярные (миоз 
мы) и клубочковые (альбумины, глобулины и другие). Из фибри Стро- 
белков состоят структуральные и сократительные элементы мышь ОНЫХ 
бочковые белки являются катализаторами биохимических процессов и в у 
щиками энергии. Сарколемма состоит из эластических волокон соедините ме 
ткани. Ной 

При экстракции мышщы холодной водой получают миоген, который сост 
главным образом из необходимых для гликолиза ферментов, находя мы 
в саркоплазме мышечного волокна. Часть этой фракции в кристаллической 
форме получил Вагапо\зК! (2). Экстракция оставшейся части енвеныя 
ткани щелочным хлоридом калия дает миозин. То, что остается после — 
Экстракции, носит название стромы (ятота). В ней имеется белок — че 
тин, который вероятно образует с миозином комплекс, называемый акто- 
миозином. 


ин, белки 


МИКРОСТРУКТУРА МЫШЕЧНЫХ волокон . 





Исследование в электронном микроскопе поперечных срезов мышечных 
волокон (миофибрилл) показали, что элементарные нити (протофибрилл) 
миозина и актина расположены следующим образом: отдельные нити миозина 

& (диаметром около 100 А) окружены 6 нитями актина (диаметром около 50 А). 
Несколько сот нитей обоих видов образует мьшечное волокно диаметром 
примерно 1 и. Такое волокно исчерчено свегдыми и темными полосами. 
Функционально актин и миозин ведут себя по-разному. Некоторые авторы 
предполагают, что их связь в актомиозиновом комплексе является арте- 
фактом, зависящим от способа экстракции. Гликоген и ферменты, необхо- 
димые для разложения комплекса, находятся в саркоплазме. В ней находится 
также часть АТФ, миоглобин, ферменты митохондриальной системы и фос- 
фагены. 


БИОХИМИЯ МЫШЕЧНоГО СОКРАЩЕНИЯ 


В 1940 г Епвевагае (7) установил, что нить актомиозина, погруженная 
в раствор АТФ, сокращается, причем АТФ деградирует до АДФ с осво- 
бождением фосфата. Это свидетельствует о том, что АТФ играет роль в ка- 
честве поставщика энергии для мышечного сокращения. Этот вывод под- 
тверждается тем, что белок, из которого построено сократительное волокно, 
одновременно является аденозинтрифосфатазой (АТФ-аза). Ионы кальция 
активизируют этот процесс. 

Несмотря на то, что мышца в покое обладает всеми элементами системы, 
необходимыми для сокращения, сокращение происходит лишь тогда, когда 
подействует нервный импульс. Мышечное волокно электрически поляризо- 


деполяризацию, которая временно изменяет проницаемость оболочек м 
электролитов. Это вероятно дает начало ферментным процессам системь 
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АДФ, причем образуется АТФ и креатин. Но и этого энергетического 
запаса хватило бы только на несколько секунд максимальной работы 
МЫШЬ 

Достаточное количество энегрии доставляет в случае необходимости фер- 
ментативное разложение гликогена до молочной кислоты. 1 моль глюкозы, 
освобожденный из гликогена, делает возможным ресинтез 3 молей АТФ. 
В периоде отдыха кислородная задолженность комценсируется: молочная 
кислота ресинтезируется в печени до гликогена, а часть сгорает до СО, — 
так, что в окончательном итоге всю энергию, необходимую для мышечной 
работы, доставляет сгорание углеводов. 

Натощак и в условиях голодания мышца черпает значительную часть 
энергии также из окисления жирных кислот до ацетоуксусной кислоты. 
Кислород, приносимый оксигемоглобином крови, переносится к митохондриям 
саркоплазмы мышечного волокна миоглобином 


МЕТОДЫ ФЕРМЕНТНЫХ АНАЛИЗОВ ПРИ ЗАБОЛЕВАНИЯХ 
мышц 


Существует два способа проведения ферментных анализов при заболева- 
ниях мышц. Один заключается в определении активности тканевых фермен- 
тов, причем материал для анализа получают путем биопсии мышц, другой 
заключается в определении активности ферментов в сыворотке крови. Тка- 
невые ферментные анализы дают несколько больше данных для расшифровки 
вопросов физиологии и патологии мьишечной ткани, но ввиду их технической 
трудности производятся только в некоторых учреждениях занимающихся 
теоретическими проблемами. Исследования такого характера уже в 1951 г 
пробовали производить В!еп и сотрудники (3) при ревматических заболеваниях. 
Для развития этой области науки в последнее время особенно много сделали 
Пгеуйв и ЗсВарша (4, 5, 6, 10). 

Ферментные анализы сыворотки крови доступны каждой ферментологи- 
ческой лаборатории и поэтому они распространены гораздо шире. Они ка- 
саются тех ферментов, которые, как принято считать, происходят из мышечной 
ткани, а именно: альдолазы, глутамин-щавелевоуксусной трансаминазы 
(аспарагинат-аминотрансферазы) и глутаминцировиноградной трансаминазы 
(аланин-аминотрансферазы), креатинкиназы, глюкозофосфатизомеразы и лак- 
татдегидрогеназы. В клинике наиболее широкое применение нашла 
альдолаза. 


ТКАНЕВЫЕ ФЕРМЕНТЫ ПРИ ЗАБОЛЕВАНИЯХ МЫШЦ 


С точки зрения патогенеза, заболевания мышц можно разделить на две 
группы: атрофии и дистрофии (истинные миопатии). Первые заключаются, 
как известно, в атрофии истинной мышечной ткани в результате бездеятель- 
ности, вызванной повреждением аппарата движения, или — нервных дви- 
тательных путей. В дистрофиях различают идиопатические семейные мио- 
патии (фузтора тизсшогит ртовтеззоа, туоота сопвепиа, дузторта туото- 
са) а также миопатии неясного происхождения, как, например” туаяйета 
и атуоота сопвепиа. 

рожденные мышечные дистрофии являются заболеваниями, вероятно 
обусловленными генетическими дефектами, и таким образом их можно отнести 
Е труппу ферментопатий. Редкость этих заболеваний до настоящего времени 
Не позволяет провести исследование активности тканевых ферментов на 
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большом материале. Отдельные авторы наблюдали групцы больных 
шинстве своем не превышающие несколько человек. 

АТФ-аза. Как мы уже указывали, АТФ-азной активностью в а 
обладают фибриллы актомиозина. Таким образом они являются и фермент #4 
и субстратом сокращения. Как при атрофиях, так и при истинных Миоцати, м 
количество актомиозина уменьшено, что связано с уменьшением мышечное 
массы при этих заболеваниях в пользу соединительной ткани, Сокращается 

е средняя длина волокон. 
к ва ферменты. Активность альдолазы, Фосфорила- 
зы (я-гликон фосфорилазы) и глюкозофосфомутазы при миопатиях отчетливо 
снижена. Отмечается повышение активности лактатдегидрогеназы. Падение 
активности гликогенолитических ферментов отмечается также при атрофиях. 

Миоглобин. При миопатиях количество его падает резко, при атро. 
фиях — умеренно. 

Ферменты митохондриальной системы. Сукцинатдегидрогеназа 
и сукцинатоксидаза, цитохромоксидаза, фумаратгидратаза и аконитазгидра- 
таза проявляют умеренное падение активности при миопатиях. При этих 
заболеваниях уменьшается также разница в содержании кислорода в арте- 
риальной и венозной крови. 

Креатинкиназа. При миопатиях отмечается умеренное падение актив- 


в боль_ 


связано с деструкцией мышечной ткани У этих больных (12). 

Выводы. Анализы тканевых ферментов при заболеваниях мышц не 
обнаружили изменений, специфических для какой-то нозологической формы 
или групцы заболеваний, и поэтому они до сих пор не могут служить для 
целей диагностики. Эти исследования пока не помогли также и в разрешении 


ФЕРМЕНТЫ СЫВОРОТКИ КРОВИ ПРИ ЗАБОЛЕВАНИЯХ 
мышц 


В качестве диагностического теста при заболеваниях мышц наиболее ши- 
рокое применение из ферментов сыворотки нашла альдолаза. Уже в 1949 г 
ЗЫеу и сотрудники (11) отметили повышение ее активности при мышечной 
дистрофии. В последние годы Отеуйз$ и ЗсБарйаа (5), а также и другие авторы 
(1, 8, 9), занимались изучением активности этого фермента на болышом мате- 
риале, а также отношением его ко многим другим ферментам сыворотки. 
Механизм элиминации ферментов из мышщ в сыворотку крови неизвестен. 
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в крови равно 10,5 часам (5). При определении артерио-венозной разницы 
в содержании альдолазы у миопатов установлено, что активность этого фер- 
мента в венозной крови является отчетливо более высокой, чем в артериальной 
что свидетельствует о мышечном, а не печеночном происхождении фермента. 
Это подтвердили также электрофоретические анализы сыворотки, мышц 
и печени. | \ 

Дузторма тизсшогит ртовтезяюа (прогрессивная мышечная дистрофия). 
Это заболевание характеризуется самым большим и постоянным, по сравне- 
нию с другими миопатиями, увеличением активности ферментов сыворотки 
крови мышечного происхождения. Увеличение активности альдолазы, 
глюкозофосфатизомеразы, креатиназы, трансаминаз и лактатдегидрогеназы 
отмечено в 90% случаев (5). Активность альдолазы в среднем была в 9 раз 
более высокой, аланин-аминотрансферазы в 5,2 раза, лактатдегидрогеназы 
в 3,8, аспартат-аминотрансферазы в 3,3 раза, а глюкозофосфатизомеразы 
в 2,4 раза более высокой. Однако наибольший рост отмечен у креатинкиназы. 
Активность этого фермента у больных была в среднем в 50 раз более высокой, 
чем У здоровых. Чувствительность указанных ферментных тестов в значи- 
тельной степени зависит от стадии заболевания и возраста больных. Макси- 
мальное повышение активности отмечается в начале заболевания и у детей. 
У взрослых, особенно в последних стадиях заболевания, активность ферментов 
часто бывает нормальной. 

Из всех перечисленных ферментов наиболшее применение в клинической 
диагностике прогрессивной мышечной дистрофии, а также и других заболе- 
ваний мышц, нашла альдолаза. Основным достоинством ее является хорошо 
разработанная методика определения и установленные нормы активности. 
Главным недостатком — неспецифичность. С этой точки зрения ее превосхо- 
дит креатинкиназа. Активность этого фермента в скелетных мышцах превы- 
шает активность его в других тканях в 20 раз, а в мыпще сердца в 10 раз. 
Поэтому рост его активности при миопатии следует дифференцировать только 
с заболеваниями сердца. Этого фермента нет в эритроцитах, поэтому гемолиз 
пробы крови не является препятствием к определению его активности. Кроме 
того следует помнить, что максимальный рост активности фермента отмечается 
при таких миопатиях, как прогрессивная мышечная дистрофия. 

Мышечные атрофии. В этой группе заболеваний мьшшц активность 
альдолазы сыворотки крови и других ферментов мышечного происхождения 
не изменяется. 

Другие заболевания мышц. При миотониях рост активности альдо- 
лазы и трансаминазы невелик и непостоянен. Предполагалось, что при мио- 
тониях и миастениях будут обнаружены изменения активности холинэсте- 
разы, как фермента нервных синапсов. Однако полученные результаты: неубе- 
дительны и неоднозначны. При хронических миозитах (1055 сйтотса) 
отмечен рост активности альдолазы. Рост активности альдолазы при дерма- 
томиозитах (дегтаотуозй) нормализуется после лечения кортикостероидами. 
Мышечные возбуждения, сопутствующие гипофункции щитовидной железы, 
вызывают умеренное повышение активности альдолазы. 

Выводы. Из ферментов, имеющихся в сыворотке крови, наиболее широкое 
применение в качестве диагностического теста при заболеваниях мыщц нашла 
альдолаза. Она особенно пригодна в дифференциальной диагностике прогрес- 
Сивной мышечной атрофии (аторма тизсшотит Ртори ета) с другими за- 
болеваниями мышц и особенно с атрофиями неврологического происхождения 
и миотониями. Отрицательной чертой фермента является неспецифичность 
его, как теста. Повьшиение уровня альдолазы отмечается при многих других 
Заболеваниях (болезни печени). Ферментом, характеризующимся довольно 
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большой специфичностью для некоторых заболеваний МЫШЩ, ит 
ющим значительно более высокий рост активности, чем альдолаза ом да- 
креатинкиназа. Отрицательной чертой ее как диагностиче > ЯВляется 


ского теста я 
ются недостаточно разработанные методы определения. Вля- 
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ЗЛОКАЧЕСТВЕННЫЕ НОВООБРАЗОВАНИЯ 
МАВТАМ ОКЕОТ5К1 


БИОХИМИЯ И ФЕРМЕНТОЛОГИЯ ОПУХОЛЕЙ 


ВСТУПИТЕЛЬНЫЕ ЗАМЕЧАНИЯ 


Изучая биохимию опухолей, мы стремимся найти различия в химическом 
составе и метаболизме опухолевой и нормальной ткани, в надежде, что эти 
различия смогут явиться основанием для рациональной терапии опухолей. 
Данные, полученные до настоящего времени, хотя и увеличили значительно 
наши сведения о биохимии опухолей, не привели, однако, к обнаружению 
метаболических реакций или ферментных систем, которые были бы свой- 
ственны только злокачественным новообразованиям. Обнаруженные различия 
имеют скорее количественный, чем качественный характер. Сообщения об 
обнаруженных признаках, свойственных только злокачественным новообра- 
зованиям, не нашли подтверждения (102, 101). Например, не подтвердились 
данные Кбе]а согласно которым глутаминовая кислота в опухолях имеет кон- 
фигурацию Ш в отличие от нормальных тканей, где имеет место Г.-глутамино- 
вая кислота (128). Отсутствие решительного прогресса в биохимии опухолей 
вероятно зависит прежде всего от недостаточных знаний, которыми мы 0б- 
ладаем, об основных жизненных процессах нормальных клеток, а тем более 
опухолевых клеток. Это прежде всего касается механизмов, управляющих 
ростом и размножением клеток, которые возможно являются ключом к ын 
ниманию опухолевого процесса. В краткой главе невозможно хотя бы те 
ностно привести обзора ферментологии и биохимии новообразований. ыы 
ограничимся рассмотрением лишь отдельных вопросов ферментологии 
холевой ткани. 


МЕТАБОЛИЗМ ОПУХОЛЕВОЙ ТКАНИ И ГИПОТЕЗА ВАРБУРГА 


ва- 

Первые научно обоснованные и систематические биохимические ил 

ния метаболизма опухолей произвел Варбург и сотрудники (179). ря и ги 
разработанную им манометрическую методику исследования дых 
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Таблица 18 






































: ре ту У УТ 
Ткань 
Оо т м И ЕО 
В Особо, Осо, но т т 
х 100 
Рак Еехпег-]обНаеа 7.2 25 
Саркома ]епзепа (крыса) 9 17 = . о 0,9 20 
Рак гортани (человек) 8 15 19 ый =: 50 
Саркома (человек) 4,9 15,6 29.9 те к. у: 
Почки (крыса) 21 0 А Ыб 0,14 109 
Печень (крыса) 12 0,6 30 | 0,05 | 0/20 80 
Слизистая оболочка кишеч- С 
ника (крыса) 12 1,6 4,0 0,13 
Кора мозга (крыса) 11 2,5 19.0 02 те Я 
Сетчатка (крыса) 31 45 88 1,5 1,4 49 
Зародьши (крыса) 13 6 23 0,6 1,3 74 
1— 00, = мм3 кислорода, поглощенного 1 мг ткани (сухой вес) в течение часа 
п 0с6, = кислородный гликолиз = мм? СО,, вытесненного из бикарбонатного 
буфера молочной кислотой, образующейся в аэробных условиях в расчете 
м, на мг ткани (сухой вес) в течение часа 
Ш — 0с0, = бескислородный гликолиз = мм СО,, вытесненного из бикарбонатного 


буфера молочной кислотой, образующейся в бескислородных условиях, 
в пересчете на мг ткани в течение часа 

ТУ — Коэффициент Варбурга 

У — Коэффициент Меуегро#а 

УТ — Эффект Пастера, выраженный в процентах бескислородного гликолиза 


ескои 
И колиза срезов нормальных и опухолевых тканей. Эти исследования позволили 
и. открыть некоторые черты метаболизма, которые до настоящего времени явля- 
и ются одним из наиболее постоянных свойств, отличающих опухолевую ткань 
и от нормальной. Согласно Варбургу, метаболизм злокачественных новообра- 
свой зований характеризуется нормальным или несколько уменьшенным поглоще- 
и нием кислорода и высоким кислородным и бескислородным гликолизом. 
я Гликолиз в присутствии кислорода является характерной чертой злокаче- 
соб" ственных новообразований, в отличие от бескислородного иной к 
т чаемого также в нормальных тканях, особенно быстро растущих. хай 
1 хи В нормальных тканях бескислородный гликолиз а о о 
г одеянии ВОН и батадсно Варбурту, в нормальных 
со Удерживается и дальше на высоком ‚давинее- ие оны пря ас: 
ти тканах дыхательный процесс способе и независимо от интенсивности 
и ваниях кислородный гликолиз продолжа 

д дыхательного процесса. альное или уменьшенное погло- 


ликолиз и норм: : 
й ает высокий коэффициент Варбурга, выража: 


анием и ферментацией, и являющийся мерой 
образующейся несмотря на дыхание. Для не- 


й этот коэффициент 
образований крыс 
у кото ственных Ново я как гликолиз, так 
вен 4 Ко. о Барбур а можно изменить, Не молочная кАСОта 
= — ствах использованной глюкозы. 
е в количе 


ине молекулы глюкозы, & кислород в знаме- 


у и Высокий кислородный 
я щение кислорода обусловлив 
И Ющий пропорцию между дых 
ой количества молочной кислоты» 


| в числителе соответствует ера при опухолях отношение 4/1 можно заме- 
8 ателе 1/6 молекулы глюкозы» что при очень злокачественных опухолях 
к НИТЬ на2: 1/6 или 12/1. Это значит, 
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высокий гдиколиз имеет место не только при исследовании срезов © али, что 
ткани ш уйго, но также и ш Ухо (49, 50). Венозная кровь левой 
опухоли, содержит гораздо больше молочной кислоты и м г 
чем артериальная кровь, снабжающая опухоль. 

Высокий бескислородный и кислородный гликолиз обусловлив 
неполный эффект Пастера (торможение бескислородного Гликоли = часто 
родом), зато коэффициент МеуегВоЁ равен 1—2 и сходен с те ты 


ренциации. Клетки стараются компенсировать потерю энергии, черпаемой 
в процессе дыхания, энергией гликолиза. При этом часть клеток гибнет из-за 
отсутствия энергии, другие же справляются с задачей перехода на филогене- 
тически более старый тип метаболизма, то есть черпая энергию из расщепле- 
ния соединений (ферментация), а не из их окисления. Между расстройством 
дыхания и появлением гликолиза проходит определенное время, которое 
У человека может длиться годами. Это время цо мнению Варбурга является 
скрытым периодом развития новообразования. Момент, когда клетка на- 
чинает покрывать свои энергетические потребности в процессе гликолиза, 
по мнению Варбурга связан с превращением нормальной клетки в опухо- 


Гипотеза, выдвинутая Варбургом, поддерживается и развивается также 
в более новых работах этого автора и его сотрудников (178, 176, 181). Она 

































‹ов, характерных ля но 
и низким уровнем безкислородного #. 


рмальной печени, 
бурга, в процессе Формирования новооб 


но постулату Вар- 
разования метаболизм должен из- 
м опухолевую ткань. Тем временем 


ь а мышей масляным куркумином 
в печеночной ткани гликолиза не обнаружено. Высокий гликолиз имел место 


ляются высокоэнергетические соеди- 
нения, прежде всего АТФ. Он образуется в процессе гликолиза и так назы- 


ваемого субстратного фосфорилирования, а также при кислородном фосфо- 
рилировании в процессе реакций цепи биологических окислений в митохон- 
дриях. Как в нормальной ткани, таки в опухолевой, дыхание связано с этери- 
фикацией неорганических фосфатов. Считается, что при перенесении пары 
электронов на кислород, в каждом из трех этапов транспорта электронов 
образуется фосфатное высокоэнергетическое соединение (104). Из этого сле- 
дует, что на каждый атом использованного кислоро 


да подвергаются этерифи- 
кации 3 атома фосфатов (отношение Р: О равно 3). Согласно Варбургу, рас- 


стройство дыхательного процесса в опухолевых клетках не обязательно заклю- 
чается в уменьшении усвоения кислорода (178), а может заключаться в диссо- 
циации дыхания и кислородного фосфорилирования. Эту гипотезу трудно 
проверить, так как имеются трудности в оценке кислородного фосфорилиро- 
вания, происходящего в неповрежденных тканях. п уЙго, однако, обнару- 
жено существование в опухолевой ткани механизмов, сопрягающих дыхание 
с этерификацией неорганических фосфатов (96, 196), а в митохондриях, изо- 
лированных из гепатомы, обнаружено то же самое отношение Р: О как в ми- 
тохондриях печени при окислении кислот: янтарной, глутаминовой и аниетох 
глютаровой (96). Наряду с этим однако обнаружено, что включение Р: 

вАТФ в опухолевых гомогенатах, инкубированных в присутствии кислорода 
с разными субстратами, было в сравнении с нормальными тканями очень 
небольшим (152). О наличии кислородного фосфорилирования в опухолевой 
ткани свидетельствует такое же, как в нормальной ткани, диссоцирующее 


одного гликолиза 

хания, 26% энергии, образующейся в процессе кислородн 

и 21% энергии, образующейся в проце жить не только для покрытия энер- 
3 этого следует, что гликолиз может слу ассматривать не как причину 

тетической потребности клетки. Его можно р 


ользует для поддер- 
Эпухоли, а как течение реакции, НОО р и 
я т 
ИЯ своего роте. Броне тьверох ет место гликолиз. Варбург сформули- 
Поэтому и в эмбриональных тканях р гликолиза“. Но нельзя утверждать 
Ровал Утверждение, что „нет роста ющие ткани, не проявляющие роста 
Убратного, так как имеются гликолизиру: 


ример сетчатка). 
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КТИВНОСТЬ НЕКОТОРЫХ ФЕРМЕНТОВ в Оп 
ь И НОРМАЛЬНЫХ ТКАНЯХ Ухолях 


Установлено, что в опухолевой ткани гликолиз переходит Через вое 
межуточные этапы классической схемы ЕтЬЧел-Меусгвое авы: й : 
В опухолевой ткани установлено наличие всех Фосфорилированнь | 
жуточных метаболитов глюкозы, а также коферментов (105). Фермент, 
цикла гликолиза размещаются в опухолях так же, как в нормальных о 
в растворимой фракции белков цитоплазмы (106). Ряд авто 


РОВ сообщало о т 


ом, 
что в опухолевых тканях отмечается уменьшение системы Цитохромоксидаза, 


—цитохромы, что как будто бы подтверждает гипотезу Варбурга о расстройстве 
дыхательного процесса в опухолевой клетке (55, 154, 158, 97, 151). одтвер- 


альных 
тканях (95). Это свидетельствует также о том, что цепь биологических окисле- 
ний, находящаяся перед цитохромной системой, обладает меньшей активностью 


в опухолях. Также и активность каталазы в опухолях очень невелика (180). 
в клетках 
асцитического рака Эрлиха является в пересчете на сухую массу клеток вели- 
чиной того же ряда, как и в печени нормально кормленных крыс, ивб раз 


жить расстройства дыхания (43). Степень биологических окислений при зло- 


темы значительно превышает наблюдаемое в экспериментах них 
потребление кислорода опухолевыми клетками. Этому утверждению не т 
тиворечит наблюдение, что в некоторых гепатомах имеется меньше цитохрома, 
чем в печени (77). 

Втро4 и сотрудники (18) отметили отсутствие порфиринов в Е 
опухолях человека, или же очень небольшое их количество. Из этого та 
делают вывод о расстройствах образования тетрапироловых систем в рее 
левой ткани, что может являться причиной расстройства дыхания -оныщуас = 
Это вероятно не относится Ко всем опухолям, так как в гепатоме у мы 
наружено значительное количество порфиринов (126). адинся 

В опухолевой ткани обнаружено наличие ряда дегидрогеназ, им сета 
в нормальных тканях, а также оксидазы аминокислот, как и ео ах 
дазы. Специфичность этих ферментов по отношению к кофермент ых 
же, как в нормальных тканях, а активность их не отличается от р 
во многих нормальных тканях (58, 59, 122, 66, 195). Также ных 
и НАДФ содержатся в опухолях в таком же количестве, как в ыы дуциро- 

› причем окисленная форма нуклеотидов преобладает над р 
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ранной (42, 187). Также, каки в нормальных тканях, 
имеется активный фермент, разлагающий НАД (НАД- 
которого является амид никотиновой кислоты (38). 
Промежуточный обмен углеводов и жиров, 
воедино на уровне цикла лимонной кислоты, 
кулы уксусной кислоты, образующиеся в про 
сгорают в этом цикле. Существуют основани 
в злокачественных новообразованиях реакции 
же образом, как в нормальных тканях. Гомоген 


ностью окисления солей цировиноградной, лимонной, янтарной, фумаровой 
и яблочной кислоты со скоростью, близкой многим нормальным тканям, если 
будет прибавлено достаточное количество НАД. Опухолевые клетки могут об- 
разовывать лимонную кислоту из щавелевоуксусной кислоты и ацетата. После 
отравления малоновой кислотой в них как и в нормальных тканях, накапли- 
вается янтарная кислота (38, 39). Локализация ферментов цикла Кребса 
преимущественно в митохондриях, в опухолях не отличается от нормальной 
ткани. 

Изотопные исследования с применением меченной глюкозы и жирных ки- 
слот показали, что опухолевая ткань обладает способностью сжигать глюкозу 
и жирные кислоты со скоростью, близкой нормальным тканям (189, 188, 120). 
Ферменты цикла Кребса в опухолях обладают такой же активностью, как 
в селезенке, зобной железе, легких и желудочной ткани, но меньшей, чем 
в сердечной мышще и печени (145). 

На основании приведенных данных нам кажется, что не существует каче- 
ственного различия в процессе углеводного, жирового и белкового обмена 
между нормальной и опухолевой тканью. 

Реакция, управляющая гликолизом, вероятно является гексокиназной ре- 
акцией, в которой из АТФ и глюкозы образуется глюкозо-б-фосфат (37). 
Быстрая реакция фосфорилирования глюкозы является обязательным усло- 
вием опухолевого гликолиза. Согласно Ге Разе (107) в нормальных клетках 
гексокиназная реакция находится под гормональным контролем и ор оеЕИЯ 
© обусловлено, вероятно, отсутствием гликолиза в нормальных тканях, = 
смотря на то, что они обладают такими же потенциальными ев 
гликолиза, если принять во внимание количество содержащихся в к Я 
колитических ферментов. Согласно ВшК (37) причиной г. а. 
холевых тканях является уменьшение гормонального а. я, ыы В. 
гексокиназной реакции антиинсулиновыми гормонами. мя Е. 
жения, и принимая за Варбургом, что гликолиз бен но- 
ственного роста, ВигК считает, что рациональная жа торов гексоки- 
вообразований должна быть обоснована на применении 


назной реаь и. в зло- 
тавносы в глицерофосфатдегидрогеназы Е быка а 
хачественных новообразованиях а. ты сотрудники (87), исследуя 
первые на этот факт обратили внимание Но Эрлиха и в гепатоме УозЫ9а. 
активность этого фермента в асцитическом раке Звони азтивности пактатдее 
Ни также обратили внимание на ее арановании (СОН) в тканях. 
Ва огеназы (ЛДГ) к вы: кнывд Е 0,5 до 7,0, а при злокачественных 
о о отнош отношения в опу- 
ао о 10 до т нинов (29, 28) к тону, 
левы одит по мне олиза исходит 
что ан. образующегося в а аевь 5 ам 
НЕ за счет фосфодигидроксиацетона, а ре ется молочная кислота. Фосфо- 
Ноградной кислоты, в результате чего образу: 


в опухолевой ткани 
аза) (176), ингибитором 


а также белков, соединяется 
то есть цикла Кребса. Моле- 
цессе обмена этих соединений, 
я к тому, чтобы принять, что 
цикла Кребса протекают таким 
аты опухолей обладают способ- 


411 








РИВА 











дигидроксиацетон, служащий в нормальных тканях в качестве аКцептора 
дорода от редуцированной НАД, является соединением, которое мож в 
жить для внутриклеточного переноса водорода из вВнемитохондриального т 
странства внутрь митохондрий. Образующийся в Результате  редук ро- 
@-глицерофосфат является субстратом, окисляемым ферментом 
от флавина и находящимся в митохондриях. Таким образом окисление %-фос. 
фоглицерина в митохондриях, а также редукция образовавшегося Фосфоди. 
гидроксиацетона во внемитохондриальном пространстве, может составля 
систему, транспортирующую водород внутрь клетки. 

В злокачественных образованиях отмечается уменьшение или отсутствие 
как митохондриального фермента, так и растворимого фермента, действующ сы 
на а-глицерофосфат. Согласно цитированным выше авторам, отсутствие этой 
системы может иметь значение в объяснении гликолиза в ОПУХОЛЯХ, так как 
в этих условиях реоксидация НАД-Н, при помощи пировиноградной ки_ 
слоты является для опухолей метаболической необходимостью. 

Судьба глюкозо-б-фосфата, узлового метаболита обмена сахара, может иметь 
решающее значение в регуляции этого обмена как в нормальных, так ив опу- 
холевых тканях. Это соединение может подвергаться изменению в направле- 
нии гликогена, пировиноградной кислоты, пентозного цикла, или, наконец, 
подвергнуться дефосфорилированию до свободной глюкозы. Последняя ре- 
акция катализируется глюкозо-6-фосфатазой и имеет большое значение в ре- 
гуляции уровня сахара в крови. В гепатоме крыс отмечено уменьшение актив- 
ности фосфоглюкомутазы и фосфорилазы, увеличение активности фермен- 


ношение активности ферментов в тецатоме, проводящих реакции в направ- 
лении гликогена и дефосфорилирования глюкозо-6-фосфата и увеличени 
активности ферментов обмена в направлении молочной кислоты, по мнению 


Результаты, полученные при гепатомах, нельзя переносить на все новооб- 
разования, так как обнаружены метаболические различия даже между отдель- 
ными гецатомами. Так, например, в перевиваемой гепатоме у мышей отме- 
чается нормальная активность глюкозо-6-фосфатазы (4). 


ГИПОТЕЗА СВЕЕМЗТЫМ 


На основании многочисленных исследований активности многих ферментов 
в нормальных и опухолевых тканях Стеспуей1 выдвинул гипотезу» согласно 
которой по ферментному составу клетки различных опухолей больше похожи 
Др ма друга, чем на клетки тканей, из которых эти опухоли происходят. 


‚ Одним из признаков, свойственных ний 

ое Считается уменьшение активности цитохромной системы. Однако см 

№ нор те ткани, которые содержат еще меньше цитохрома, чем ры 
и легкие. Ряд ферментов обладает в опухолях активностью, проме 
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ности ферментов. Например, жа 
колеблется от 92 единиц в легочной 
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ВНоСТИ этого ф 


опухолях У крысы был зн 
ачительно б 
олее узким 


единиц. 


дуег скорее рассматривать не с то 

холевого роста, а наоборот, что он с 

сравнение ферментной активности и =: 

р я вопроса, так как обе эти нее 

ев в пухоль в своем метаболизме поль 
Кими реакциями, что и нормальная ткань. 


количеств 
ств оболокь кишечника отличается бодьшой 
обладает большой г эстеразы, а слизистая оболочка желудка 
о протеолитической активностью. В опухолях, исходящих 
тсуствует < ак лы ны снижена или вообще 
мых нормальной цеченочной НЯ 21) Вы. авы, ото 
я продукция кетонов › как: накапливание гликогена, 
Одной ре ых тел из жирных кисдот, а также синтез жирных кислот. 
тенезу а функций цечени является способность к гликогено- 
пецифи исполнения этой функции необходимо наличие в цечени двух 
--фосф ческих ферментов, то ‘есть фруктозо-1,6-дифосфатазы и глюкозо- 
о атазы. В гепатоме Моу!Кой (9) этих обоих ферментов нет. Степень 
0 ри дифференциации опухолевой тканью может быть различной, и известны 
пухоли, которые обладают многими общими признаками с материнской 
сек Известно, что многие опухоли, исходящие из желез внутренней 
ам обладают выделительной функцией материнской ткани. Затсота 
о опухоль, исходящая из кости, отличается высокой активностью 
ых а фосфатазы, свойственной костной ткани. Также и некоторые пере- 
мые гецатомы мышей обладают такой же, как нормальная печеночная 


> активностью глюкозо-6-фосфатазы (4). 


НЕКОТОРЫЕ ПРИЗНАКИ ОБМЕНА ЗЛОКАЧЕСТВЕННЫХ 

НОВООБРАЗОВАНИЙ, СВЯЗАННЫЕ С РОСТОМ 
Кодиз „ке было указано выше, вероятно прежде 
о т видючение меченного фосфора в нуклеиновые 
ТЫ и фосфопротеиды в кислородных условиях и при наличии глюкозы, 
ИТ В опухолях от течения гликолиза (116). Большая часть высокоэнерге- 
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тических соединений образуется в опухолях при Фосфорилирован 
в процессе гликолиза (48, 56). Включение гистидина и серина с 
растущих опухолей крысы зависит от гликолитических реакций, и а происх 

в жидкости Рингера, содержащей глюкозу, с такой ке “КоРостЬю в присут Дит 
кислорода, как и в бескислородных условиях (133). Это вкль очение не > и 
исключительно от дыхания опухолевой клетки, и при отсутствии ры 
уменьшается даже в аэробных условиях. Приток энергии необходим ты 
использования срезами опухоли аминокислот из среды. Срезы патом, 
в 7 раз быстрее поглощают из среды глицин и аланин, чем срезы печени. 
Однако ш \1Уо опухоль поглощает не больше аминокислот, чем оч 
ткань (204, 79). Возможно, что это зависит от того, что ш Ууо потенциальна 
метаболическая способность опухолей не используется целиком из-за а, 
чения кровообращения и некробиоза. 

Исследования с меченными аминокислотами показали, что опухоль может 
расти за счет аминокислот тканей хозяина. В то время, как метаболически 
активные ткани хозяина теряют свои меченные аминокислоты после пре- 
кращения их введения, опухоль в это время присваивает себе эти меченные 
аминокислоты. Синтез белков из аминокислот в опухоли преобладает над 
их катаболизмом. Это склонило Мег и сотрудников (127) выдвинуть кон- 
цепцию так называемой „азотной ловушки“ в опухолях. Белок, образующийся 
в опухоли, вероятно потерян для промежуточного обмена организма, отягощен- 
ного опухолью. Даже у голодающих животных белки злокачественной опухо- 
ли Нехпег-]обНпё недоступны общему обмену организма (173). В опухоли ве- 
роятно существует только одно направление обмена — в направлении синтеза 
белка, а катаболизм белка в опухоли происходит очень медленно. Имеются 
даже предположения, что рост количества белка в опухоли скорее является 
результатом пониженного катаболизма белков, чем более быстрого их синтеза 
(71). Энергию, необходимую для синтеза пептидной связи, новообразование 
получает из гликолитических реакций. В связи с этим прибавление глюкозы 
не влияя на дыхание, увеличивает включение в белки опухоли таких ме- 
ченных аминокислот, как аланин, лейцин, глицин и фенилаланин. Такие 
яды гликолиза, как йодацетат, соединения фтора и мышьяка, тормозят вклю- 
чение аминокислот в белки опухоли. 

При гепатоме Мо\ЯКой` обнаружено отсутствие ряда ферментов, катаболи- 
зирующих аминокислоты. Эта опухоль не содержит триптофаноксидазы, 
тирозинтрансаминазы, фенилаланингидроксилазы, треониндегидразы, ци- 
стеиндесульфгидразы, сериндегидразы, гистидазы и п-гидроксифенилпиру- 
ват-оксидазы. 'Триптофаноксидазы, тирозинтрансаминазы и треониндегидро- 
геназы не удалось индуцировать в опухоли путем добавления субстрата. По 
сравнению с печенью, активность глутаминсинтетазы и аргиназы в опухоли 
была меньшей, а аспартаттранскарбамилазы в 4 раза большей, чем в печени 
(10). В той же опухоли установлено ‘уменьшение активности катепсина 
и отсутствие глутаматдегидрогеназы {7). Предполагается, что уменьшение 
активности или отсутствие ферментов, катаболизирующих аминокислоты, 
может являться одной из причин уменьшенного катаболизма белков и их 
увеличенного синтеза. 

Можно с уверенностью сказать, что понимание значения обмена нуклеино- 
Вых кислот в значительной стецени поможет понять процессы опухолевого 
Роста. Многие данные свидетельствуют о том, что дезоксирибонуклеиновая 


ии субст о 
резами быстро- 


мах 
информаций. В злокачественных опухолях замечены изменения в хромосом 
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ето и. В гепатоме №91 

плоидных клеток и около 40° тетрац; м ыы 
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изменений хромосом в раковых клег 

ческие изменения их, ненормальные 









анейплоиды. 


ках наблюдаются также морфологи- 


далее. В соответствии 


лучами Х. Включение солей 


й шим, чем в ДНК нормальных 
тканей. Такие же пропорции замечены относительно использования аденина 


для синтеза пуринов в ДНК и использование ацетата СМ для синтеза нуклеино- 
вых кислот в срезах опухоли (71). 

Активность аспартат-трансаминазы в гепатоме превышает в 2—4 раза 
активность ее в печени, в клетках асцитического рака Эрлиха активность ее 
в 1,5—3 раза больше, чем в гепатоме (10, 40). Возможно, что это зависит от 
значения этого фермента в регуляции синтеза нуклеиновых кислот, а также 
связи его со скоростью клеточного деления. В регенерирующей печени после 
тепатектомии активность этого фермента также увеличивается и достигает 
максимума через 24—48 часов (40, 41). В гепатоме МоуЩой обнаружена. мень- 
шая, чем в печени, активность 5-нуклеотидазы, гваназы, аденазы и нуклео- 
зидфосфорилазы, а также отсутствие ксантиноксидазы и уреазы. Авторы пред- 
полагают, что катаболизм пуринов в этой опухоли расстроен и блокируется 
на уровне ксантина и гипоксантина. Отсутствие деградации пуриновых произ- 
водных в опухолях может являться одной из причин увеличенного синтеза 
нуклеиновых кислот ввиду увеличенной метаболической пропорции пред- 
шественников этих соединений (103, 60). 


БИОХИМИЧЕСКИЕ ИЗМЕНЕНИЯ В ОРГАНИЗМЕ, 
ОТЯГОЩЕННОМ ОПУХОЛЬЮ 


Растущая опухоль оказывает разнообразное влияние на оргаг Е ы 5 
В этой главе мы остановимся только на тех изменениях, о, 
вызывает в органах, отдаленных от места ее роста, а ера ее 
таболизме организма, как целого и не будем ост ткани, в которых опухоль 
вызванных непосредственным влиянием опухоли на > 


развивается. лучаемой хозяином, 
Вначале опухоль берёг азотистые вещества о реа 5% те вещества и из 
днако позднее, по мере ее роста, опухоль еек отрицательным. Увели- 
ов хозяина, азотный баланс которого в только к ускоренному росту 
ченный п й приводит в Э хозяина. 
иток калорий пр и: почнисепатания 
тпухоли, — ей существенного в етой, бедной белками, 
Кормление животных, отягощенных опухолью» 


ает способностью 
пухоли. Опухоль облад 
Замедляет, но не тормозит роста © изолировать их для собствен 


ты хозяина и 
$ лки опух ы оступны метаболизму организма жц 
рококо ме отной ловушки“ опухолей, о чем р 
тада и выдвинутая концепция „83 


была в предыдущей главе (127). 
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В сыворотке больных с опухолью отмечаются белковые из 
уменьшения общего количества белка, уменьшения количества альбу Виде 
и увеличения главным образом а-глобулинов и фибриногена. Эти из 
некоторые авторы пробовали использовать в диагностических целях 
не являются достаточно специфическими, и не выстуцают достаточ 
чтобы годиться для этой цели. Описано также увеличение количества му. 
копротеинов в плазме опухолевых больных (197). Вгаёска описал у больных 
< опухолями снижение в сыворотке полярографической волны, вызванной 
каталитической редукцией водородного иона кобальт — сульфгидриловым ком- 
плексом, образуемым только белками, содержащими сулЬфгидрильную 
группу (35). 

Отдельное место в белковых изменениях занимает увеличение глобулиновой 
фракции в сыворотке при множественной миеломе, а также появление в моче 


белка Вепсе-]опез. 


менения 


> НО ОНИ 
но Рано, 


влияние опухоли на эритропоэз, дополнительные инфекции, кровотечения, 


ющий часто гемолиз, которого не может компенсировать нормальная, а даже 
и усиленная регенерация эритроцитов в костном мозге (91). Примерно у 75% 


той, богатой жирами, вызывает у них значительный рост уровня жиров 
в крови и появление 


авторы связывают с уменьшением активности липопротеинлицазы у больных 
с опухолями (17). 

зотопные анализы указывают на большую скорость синтеза нуклеиновых 
кислот в тканях животных с новообразованиями. Установлено увеличенное 
(ис очение изотопа Рза в днк печени, селезенки и почек у мышей с опухолями 
(94, 139). Также, как выражение усиленного обмена нуклеиновых кислот, 
описано усиленное включение в ДНК и РНК, 4-амин-5-имидазолкарбоксиами- 








>> 


м, Я 
у м ой этого вероятно яв 
м вы сю о гиперфункция надпочечни- 
< з ем с 
К, м ченное выделение с мочой метаболитов Че также увели- 
9 чников. Считаетс - 
к т чиной увеличения надпочечников У животных с новообразования нее при 
от \ усиленное ЕЯ АКТГ и стимуляция оси гипофиз — надшочечнень | 
бад, а Каталаза. Уменьшение активности каталазы (КТ) в печени в В Г 
а отметил Вгавл (33), производя исследование ны 
а Бо С о рупов с различными новообразо- 
Вы м ваниями. Более поздние данные, главным образом С; 1 
И, одтвердили эти наблюдения ты разом @теепуцеш и сотрудников, 
Мн, п . ановлено, что активность КТ в печени 


уменьшается лишь тогда, когда вес опухоли сост 


ав тела Ав се Пе опухоли до активности иногда в 20 раз | 
В меньшей» че рме. через 1—3 дня после хирургического удаления опухоли 
Мо активность КТ возвращается к норме (76). Опухоли, растущие быстрее, вы- 
Честь ое оон КТ в цечени, причем падение 
“СИческие величин перед смертью ее а: 
течени, бы ом росте неопухолевы а СТЕЧАСТОН ДИ 
в. я, ыстром р пухолевых тканей, как, например, эмбриональной ткани 
ремя (73). Установлено, что уменьшение активности КТ не является результатом 
Уществу- пониженного питания животных, а высокобелковая диета не предотвра- 
Я, а ДАЖ щает падения активности КТ в печени у животных с новообразованиями 
Ноу 75% (74, 185). 
иИИ Часто Дальнейшие успехи в изучении проблемы КТ получены японскими уче- 
оронники ными. Макарага и ЕикиоКа (132) получили сырую фракцию из опухолей челове- 
процитов ка, которая вызывала снижение активности КТ в печени мыши. Препараты, 
де актив- полученные таким же образом из нормальных тканей, не вызывали такого 
эффекта. Активная субстанция была названа токсогормоном. Все, исследо- 
ухоляии ванные до настоящего времени новообразования, как у людей так и у жи- 
нагрузки вотных, оказались хорошим источником токсогормона. Исследования Ма- 
ные, Эю Кавама (131) показали, что в гомогенатах из загсота Уозаа и а5сйе йераота, 
ЛИ токсогормон связан с микросомальной фракцией и фракцией растворимых 
и. их белков цитоплазмы. Митохондрии и клеточные ядра не обладали активностью. 
И а Затем наличие токсогормона обнаружено в моче, экссудативной жидкости, 
мяг“ 


в плазме и желудочном соке больных с новообразованиями желудка. По- 
и, У " пытки использовать исследование токсогормона в целях диагностики зло- 


ы 4 качественных новообразований до настоящего времени не увенчались | 
ных успехом. 
я ыр Токсогормон вероятно является белком или полицептидом. Опо получил 

” 0,2 мг снижала активность КТ | 
екотоР кристаллическую фракцию, которая в дозе 0, ыы -ы 
боль В печени мышек. Эта фракция имела характер полипептида, молекуляр 


масса ее равнялась примерно 4000 (136). Неизвестно, является ли эта фракция 


или т ормон ; 
его в качестве примеси. Токсог 
= о, и КТ в \1\о может происхо- 
т о было замечено, что введение 
у 0 - Дить путем влияния на обмен железа, так как ыд. ли ам 
ух сло солей железа предупреждает в значительной не р ос 
п" жи. енных новообраз | А 
: св в печен вотных, отягопц р: чо 
>" Токсогормон ть влияния, которое он ры Ще . 
| Е угих ферме , 
= то Я пень > ЕС и сотрудники (92) установили, 
; >. м тической т навеы че сагсто-затсота У/аКег) здоровым 
, ” р ие ею —е- ня экелеза плазмы, снижение актив- 
С и к о, ВЕСЕ печени, селезенки и надпочечни- 
Ре Ст] ‹ увелич и 
ий й В и КТ печени и почек, у Эти изменения часто н ЕЕ у 
р а р. экелеза был в 200—500 раз более 
ея °тНЫх с новообразованиями. Уровень 
яр РИ к. 


я 
Клиническая ферментология 











чубствительным к токсогормону, чем КТ печени (92). Опухолевые тк 
содержат очень мало КТ. Предполагается, что это связано с елена 
токсогормона опухолевыми клетками. лением 

Кроме изменения активности КТ описаны многочисленные изменени; 
активности других ферментов в тканях животных с новообразования». 
Гомогенаты печени крысы с сагсто-затсота \/акег обладали гораздо больш м 
активностью цитохромоксидазы, чем контрольные животные (72), В ат 
мышей с опухолями отмечено уменьшение активности А-аминлевулин дегидро- 
геназы, фермента, принимающего участие в синтезе порфибилиногена, что 
может стоять в связи со снижением активности КТ (172). Активность арги- 
назы в печени крыс с опухолями уменьшается (75), а у мышей отмечено Умень- 
шение активности глюкозо-6-фосфатазы (183). Ткани животных, страдающих 
опухолями, проявляют меньшую эстеразную и лицазную активность. Ксантин- 
оксидаза в печени реагирует уменьшением активности при ограниченном 
количестве белка в диете. Стеепуеш и сотрудники отметили нормальную актив- 
ность ксантиноксидазы в печени крыс с новообразованиями (75). У крысы 
без опухолей с пониженным питанием, близким к питанию крыс с опухо- 
лями, обнаружено снижение активности ксантиноксидазы. Наличие опухоли, 
таким образом, вероятно поддерживает нормальный уровень активности 
ксантиноксидазы, несмотря на пониженное питание животных. Животные 
с новообразованиями, которых держали на диете, бедной белками, вызы- 
вающей уменьшение активности ксантиноксидазы в печени нормальных 
крыс, обнаруживают нормальную активность этого фермента (16). Мы считаем, 
что это свидетельствует о том, что опухоль влияет на увеличение активности 
ксантиноксидазы в печени носителя. 





























ФЕРМЕНТНЫЕ ИЗМЕНЕНИЯ В СЫВОРОТКЕ 
ПРИ ЗЛОКАЧЕСТВЕННЫХ НОВООБРАЗОВАНИЯХ 


Вводные замечания. В сыворотке больных со злокачественными опу- 
холями можно часто обнаружить увеличение активности одних ферментов 
и уменьшение других. Неоднократно производились попытки использовать 
эти изменения в целях диагностики новообразований. Однако результаты, 
полученные до сих пор, не могут нас удовлетворить, так как хотя мы и можем 
при помощи ферментологической методики иногда разрешить сомнительный 
диагностический вопрос относительно запущенной опухоли, то однако до 
сих пор не удалось разработать ферментативной пробы, которая давала бы 
результаты в раннем периоде новообразовательного процесса. Отчетливые 
ферментативные изменения появляются в сыворотке лишь при далеко за- 
шедшем и диссеминированном процессе. 

Источником увеличения активности фермента в сыворотке может являться 


усиленное выделение его опухолью в кровяное русло. $11еу и сотрудники (162) 
показали, что венозная кровь, оттекающая от опухоли, обладает большей 
активностью альдолазы, 


чем циркулирующая кровь в организме. Источником 
фермента может быть увеличенная проницаемость опухолевой клетки для 
чески активных белков, особенно в частях опухоли 
снабжением. Ферменты, появляющиеся в кровяном 
Из малых и больших некротических очагов, которые 
сле хирургического удаления опухоли ферментативная 
еУ и сотр мы вернуться к норме в течение 12 часов. ый 
У; ов показали, что активность альдолазы у крыс» 
которым был привит саркомо-рак 256 \УаКег, Увеличивается между 7 И 
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после прививки оцухо 
“оли, когда 

62). Т: б. ы а Вес опухоли узк 

ы- _ г р" —_ люкозофосфа УЕ о СоеЛЬНО велик 
Акти "Аеление фермента опухолью в ИЗомеразой (24), 

кажется, при загсота о5те08етез,, приво дящей КРовь имеет м 
тазы в сыворотке (198). Источником фермента 
нормальные ткани, инфильтри л 


рованные и 
наиболее вероятно прежде всего п 


отсутствие одного лишь кислорода, переход фермента из клеток в среду (155). 


Принято считать, что при диссеминированном опухолевом процессе источни- 
ком увеличения активности лактатдегидрогеназы сыв 


в сыворотке производились сравнения активности разных ферментов в сы- 
воротке с активностью этих же ферментов в разных тканях, а также применя- 
лись иммунохимические методы исследования (22, 156). 

На степень увеличения активности фермента в сыворотке влияет не только 
переход его из соответствующих тканей в кровяное русло, но и скорость 
удаления фермента из организма. Путем расчета установлено, что переход 
2—3 мг ферментативно активного белка в кровяное русло у человека может 
вызвать такое изменение его активности в сыворотке, которое можно опре- 
делить при помощи применяемых в настоящее время ферментологических 
методов (23). 


ЩЕЛОЧНАЯ ФОСФАТАЗА (ЩФ) 


Активность щелочной фосфатазы в сыворотке ты еее 
ческих желтухах, причем, некоторые авторы считают, что т В 
тельное увеличение активности фермента имеет место я НЕЕ а 
еек ЕТИМ 
ность этого фермента колебалась в границах ОКО, Кеп- 
Однако при помощи этого анализа невозможно В камнями общего желчного 
протока. Очень часто увеличени: 


олях печени. Сог- 
метастатических оцух 
Ротке наблюдается при первичных и 78% больных с метастазами в печень 


ласно ВодапзКу и сотрудника: о и фосфатазы, несмотря на о 
отмечалось чение активност без метастазов в п з 
а. у 10% больных с Е от величины и коли- 
Степень увеличения активности фермента не зав 

-. м 
елочной 
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м Задееыли саркоме остеобластического т в 20—40 раз нормальную 
А р увеличивается, превы ментной активностью опухоли. 

менти 


шой фер о ермента 

активность (65). Это объясняется боль аркой ее р ке 
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чение его активности. При других первичных опухолях к 
щелочной фосфатазы может быть нормальной, 
росту опухоли сопутствует остеобластическая реакция. обр ченной, если 
костные опухоли не дают изменений ферментов в сыворотке нные 
костной ткани при миеломатозе протекает при - жение 
лочной фосфатазы, или только со спорадичес: сти 
При опухолевых метастазах в кости активн (14). 

имеют ли метастазы остеобластический, или о т того, 
стазы рака грудной железы, которые обычно Р. Мета- 
протекают с нормальной или лишь слегка уве Характер, 
фосфатазы сыворотки, а метастазы рака пред ий 
областического характера, часто дают рост активности этого фермента в о 
ротке. Аденомы паращитовидных желез в большом проценте случаев и 
вают увеличение активности ЩФ в сыворотке. Спблар и сотрудники Е 
тили увеличение активности у всех 28 обследованных больных с еже 
паращитовидных желез (81). Увеличение активности щелочной они 
описано также при раке паращитовидных желез (124). Повышенная а 
ность щелочной фосфатазы в патодогическом экссудате или в сыворотке ве- 
роятно свидетельствует об ее опухолевом происхождении (114). 


сти ак. 
или слегка у велр ТИВНОСТь 


КИСЛАЯ ФОСФАТАЗА ( КФ) 


'Тканью, содержащей наибольшее количество кислой фосфатазы у человека, 
является предстательная железа. Согласно ВоЧапзКу (25) из 567 больных 
раком предстательной железы у 325 отмечено повышение активности кислой 
фосфатазы в сыворотке. Только у 24% больных без метастазов активность 
была повышена, зато в группе с метастазами число положительных резуль- 
татов равнялось 81%. Процент увеличения активности кислой фосфатазы 
у больных раком предстательной железы и метастазами колеблется, на ма- 
териале разных авторов, от 59 до 89%. Согласно исследованиям \/оодага 
(199) другие заболевания, кроме рака предстательной железы, не вызывают 
увеличения активности кислой фосфатазы сыворотки. Из этого вытекает, 
что исследование активности КФ в сыворотке является специфическим те- 
стом дла диагноза рака предстательной железы. 

Механизм увеличения активности КФ при раке предстательной железы 
окончательно не изучен. Неоднократно подчеркивалось, что измененная ра- 
ковой опухолью предстательная железа содержит меньше фермента, чем нор- 
мальная железа (198). Предполагается, что причиной может являться инвазия 
лимфатических сосудов в опухоль и выделение фермента в кровяное русло 
вместо протоков железы. Метастазы рака предстательной железы ведут 
к дополнительному увеличению активности КФ в сыворотке, так как они 
обычно содержат большое количество фермента (80). 

Е5Бшап и сотрудники старались определить в сыворотке более сцецифи- 
ческую часть активности КФ, источником которой является предстательная 
железа, путем использования тормозящего действия на этот фермент Г.-тар- 
трата (61, 62). При этом исследовании у 15% больных без метастазов отмеча- 
лось увеличение уровня активности „общей“ КФ, в то время, как уровень 
эпростатической“ КФ увеличен у 80%, больных. При наличии метастазов этот 
процент увеличивался до 85. Некоторые авторы подтвердили приведенные 
Би данные, утверждая, что значительная часть больных с раком предста- 
тельной железы, у которых активность „общей“ КФ была нормальной, в 
Увеличенную активность „простатической“ КФ. Однако не все авторы ней 
водят такой высокий процент положительных результатов (84). Не отмечен 
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больных. Е строе падение активны С, Е клиническ. 
(90). Перерыв в лечении эстрогенами 1, с ее к ОКЕ. После кастрации 
личению активности „простатической“ КФ 
ухудшение состояния больного, Увел 
ствует о диссеминации и увеличении 
за изменениями активности фермент 
следить за течением заболевания. 
Применение андрогенов вызывает у 


› чему 
ичение активности 


метастазов опухоли. Поэтому наблюдая 
а в сыворотке крови больных, можно 


массажа предстательной железы, ощуцывания, 


(86, 52). В случаях диагностически неясных предложено производить так на- 


измеряют активность фермента 


ется в том, что температуру тела больных снижают путем применения хлорпро- 
мазина и охлаждения в течение 18 часов до температуры 35—36°. При раке 
предстательной железы с метастазами дело доходит до трехкратного увели- 
чения активности КФ (112). Повышение температуры тела приводит к умень- 
шению активности КФ в сыворотке. 

Ввиду специфичности увеличения КФ при раке предстательной железы, 
и значения этого исследования для относительно ранней диагностики заболе- 
вания, некоторые авторы предлагают производить этот анализ как правило 
у всех больных в возрасте выше 50 лет. Воппег и сотрудники (27), производя 
это исследование у 221 больных, обнаружили у 5 увеличение активности КФ, 
причиной чего был рак предстательной железы, о котором перед этим никто 
не подозревал. При обычной аденоме предстательной железьги ее мес 
активность КФ сыворотки как правило бывает нормельной. Увели > <Я > 
тивности КФ иногда отмечалось у больных раком молочной железы, 
»простатическая“ часть активности осталась нормальной (63). 


АЛЬДОЛАЗА (АЛД) 


ыс с новообразованиями 
о ожноси к арок 7 Ашан = ость зависела от вели- 
впервые описали Варбург и Сый®Чап (177). его нормальный в 7 раз. 
[Опухоли и достигала уровня, превосходя екающая от опухоли, об- 
альнейшие исследования показали, что кровь» те после удаления опухоли, 
Оль с ин препаратами, ты 
облуче лучами Х или лечения цитост активности фермен 
ее атошосш АЛ Фанк :. ры (161). Более частое 
имело место только у 20% больных с новоо НЕЕ с раком предстательной 
‹личение активности фермента отмечается ы =. нелеченным раком предста- 
ты (1). У 12 из 16 больных с ыееавис г. АЛД. Кастрация, че 
СЛЬНОЙ железы отмечалось увеличение рее к уменьшению актив 
Налэктомия огенами пр се ув 
и лечение эстр активность 
а 
г а после введения тестостерон двзовать для наблю, 


< активности АЛД можно испо 
чения, 
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ГЛЮКОЗОФОСФАТ-ИЗОМЕРАЗА (ГФИ) 


ВодапзКу установил, что активность ГФИ в сыворотке 
молочной железы и метастазами в кости иногда 
величин. Отмечался параллелизм между 
фермента и величиной и распространение! 
Многократное увеличение активности фермента наблюдает на ОСтях, 

ся б 

с опухолевыми метастазами в печень, и В ь. 
Также и при раке предстательной железы отмечается увеличение ыы 
ГФИ сыворотки, параллельное величине опу о 
генерализации. Увеличение активности ГФИ описано при острых Е а 
ческих миелоидных лейкозах, но не при лимфоидных лейкозах (21). У 
ных с разными опухолями увеличенная активность ГФИ в сыв 5х. 
место в 60% случаев, а у больных с метастазами в печень активность 
повышена в каждом случае (99). Активность часто увеличивается у больн: 

с болезнью НоаК та. Мемеп и сотрудники (125), исследуя активность 26 бе ых 
ментов гликолиза, пентозного цикла и цикла Кребса, обнаружили при ги 
образованиях существенное увеличение активности лишь ГФИ, дактатдеги- 
дрогеназы и фосфоглюкомутазы. Не было существенного раздичия между 
опухолевой группой и группой больных с неспецифическими воспалительными 
процессами. Лишь отдельные авторы считают, что исследование активности 
ГФИ у больных с опухолями не имеет никакого значения (147, 148). Экссу- 


активностью ГФИ (166). 


ЛАКТАТДЕГИДРОГЕНАЗА (лДГ) 


Привитие опухоли крысам и мышкам вызывает увеличение активности 
ЛДГ и глутатионредуктазы в плазме этих животных, причем активность ЛДГ 
увеличивается быстрее и достигает более высоких величин, чем глутатион- 
редуктаза (117, 89). Активность ЛДГ в плазме у мышей увеличивается через 
48 часов после прививки им лейкоза, когда еще не удавалось обнаружить из- 
менений в картине крови, а ни опухоли (85). 

Увеличение активности ЛДГ сыворотки у больных с новообразованиями 
появляется однако лишь тогда, когда уже имеются расстройства общего со- 
стояния больных (113). Увеличение активности ЛДГ отмечено больше, чем 
у 70% больных с острым и у 90% больных с хроническим миелоидным лей- 
козом. При лимфоидном лейкозе увеличение активности этого фермента 
отмечается значительно реже, а при алейкемическом лейкозе изменений не 
отмечается (115, 21). Активность ЛДГ как и ГФИ увеличивается в периоде 
рецидивов лейкоза и уменьшается при ремиссии, причем имеется параллелизм 
между активностью фермента и числом лейкоцитов в периферической крови. 
Уменьшение активности ЛДГ иногда является более ранним предвестником 
ремиссии, чем уменышение количества лейкоцитов в периферической Е 
(21). Разные авторы приводят разную частоту увеличения активности ЛД 
в сыворотке больных с новообразованиями. Одни авторы приводят ея 
40% положительных результатов (113) другие даже 90% (83). Чаще пен 
дятся средние величины в границах 60—70% случаев (19, 147). ри 
активности фермента обычно проявляется в позднем периоде опухолев 
процесса при появлении метастазов, главным образом в печени ‚ 
88, 191). ссу- 

Согласно \тбЫеж определение активности ЛДГ в патологических не 
датах и спинномозговой жидкости может помочь в диагностике опухол 
этиологии заболевания (201). Отмечается гораздо большая активность 
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в опухолевых экссудатах, чем в экссудатах и трансе >. 
(63, 201, 202). Активность ЛДГ в экссудатах, Пе ^ о 


содержащих опух: 
превышает активность ее в сыворотке. р олевые клетки, 


АДЕНОЗИНДЕЗАМИНАЗА (АД) 


наиб и сотрудники (164) описали увеличение 
миназы (АД) в сыворотке у 92°, больных из 
злокачественными новообразованиями (527 сл 
подтвердили ГетайзЕ и сотрудники (108), 
увеличение активности этого фермента также пр 
особенно при туберкулезе легких. Более поз 
дили этих данных, так как процент больных 
оказался гораздо ниже (100). Постоянное повышение активности АД описано 
при острых лейкозах у детей, причем активность фермента соответствовала 
клиническому состоянию детей, ремиссиям и обострениям заболевания (153). 


активности аденозиндеза- 
большой груцпы больных со 
учаев). Эти данные частично 
которые однако обнаружили 
и воспалительных состояниях, 
дние исследования не подтвер- 
с положительными результатами 


У-ГЛУТАМИЛ-ТРАНСПЕПТИДАЗА (ГГтТП) 


Активность этого фермента повышается прежде всего при опухолях печени, 
как первичных, так и метастатических (167, 168, 169), достигая иногда величин 
100-кратно превосходящих норму. Активность фермента повышается также 
при отсутствии желтухи и наблюдается у всех больных. У больных с ново- 
образованиями других органов активность этого фермента в сыворотке оста- 
ется нормальной или повышается лишь незначительно, если, конечно, нет 
метастазов в цечень (99). 


В-ГЛЮКУРОНИДАЗА (8-ГР) 


Воуап4 и сотрудники (30) в моче у больных раком мочевого пузыря обна- 

ружили увеличение активности р-ГР, которая оставалась повышенной и после 
операционного удаления опухоли. Увеличение активности фермента в этих 
случаях не зависит от сопутствующей обычно инфекции мочевых путей. 
Опухоли мочевого пузыря обычно обладают более высокой активностью 
В-ГР, чем ткань мочевого пузыря. Увеличению активности В-ГР в моче эти 
авторы приписывают патогенетическое значение в образовании рака мочевого 
пузыря. У людей, занятых в промышленности, где они имеют контакт са и р- 
-нафтиламином и бензидином, рак мочевого пузыря встречается чаще. Эти сое- 
динения подвергаются метаболизму в печени до же ы. м 
ются с мочой в виде соединений с глюкуроновой и серной кислотой. ею- 
щаяся в моче 2-ГР гидролизует глюкуронаты этих соединений, приводя к ос- 
вобождению орто-аминофенолов, о которых АХ в м: 
2-амино-1-гидроксинафтален) вызывают у мышей и собак Е ого я 
Зыря. Некоторые орто-аминофенолы возникают и ых: цу ы 
В процессе обмена триптофана и выделяются с мочой. Е 
Ренин и 3-гидроксиантраниловая кислота. Усиленная Е р - 
таким образом способствует освобождению канцероге 


ПРодуктов 
детоксикации. Я ность В-ГР иногда 
к ализацией опухоли актив 
моче больных с другой лок. ной из групп больных не отмечено, чтобы 


и была повышенной, но ни В 0 за пределами величин, характерных для 
< результаты исследования лежали енение ингибитора В-ГР, 1 : 4-сахаро- 


здоровых людей (31). Предложено прим ген- 
она у Е СН подвергающихся воздействию канцеро 
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ных аминов, как и у больных после операционного удаления опухоли 
честве профилактики рецидивов (32). [.еУ/13 считает, что увеличение активн 
В-ГР в моче больных с раком мочевого пузыря заключается не в  зведичек 9 
активности на единицу объема мочи, а в отношении к суточному о 
мочи, так как эти больные обычно выделяют большее количество мочи (1 т. 
Значительное увеличение активности В-ГР описано у больных раком молочн ). 
железы (193). Со!АБаг$ и сотрудники (67) обнаружили нормальную ны 
этого фермента у больных с различными новообразованиями, а повышенная 
активность его в сыворотке’имела место у больных раком головки поджелу- 
дочной железы. Увеличение активности р-ГР во влагалищном секторе сви- 
детельствует о раке шейки матки (93). Фермент в этих случаях происходит 
непосредственно из опухолевой ткани, в которой отмечается высокая его 
активность. Повышенная активность р-ГР в спинномозговой жидкости опи- 
сана у больных с дйоМаяота тии}оттае, при доброкачественных же опухолях 
активность обычно была нормальной (8). Желудочный сок больных с опухо- 
лями желудка отличается более высокой активностью В-ГР, чем У больных 
с другими заболеваниями желудка (141). 


› В ка- 


ДРУГИЕ ФЕРМЕНТЫ 


Только у небольшого количества больных раком поджелудочной железы 
отмечено увеличение активности амилазы в сыворотке. В этих случаях причи- 
ной увеличения активности вероятно является тот факт, что опухоль заку- 
поривает выводные протоки железы. Увеличение активности амилазы опи- 
сано также у больных опухолями легких (190), однако более поздние исследо- 
вания не подтвердили этих данных (119). 

Активность аспартат-аминотрансферазы остается нормальной у больных 
с различными формами лейкозов, даже при наличии лейкемических инфиль- 
тратов в печени (115). Активность трансаминаз остается нормальной также 
у больных с опухолями различной локализации (174), но часто повышается 
до значительной величины при появлении метастазов в печени (44, 203, 191). 

`У больных с опухолями часто имеет место уменьшение активности холин- 
эстеразы в сыворотке. Это, как нам кажется, не является характерной 
чертой новообразований, а вероятно зависит от истощения и пониженного 
питания этих больных. Активность холинэстеразы резко уменьшается у боль- 
ных с первичным и метастатическим раком печени (137, 194, 109, 130). 

При новообразованиях печени отмечается увеличение активности лейцил- 
аминоцептидазы сыворотки. Сообщения СоБегса и сотрудников о том, 
что исследование активности этого фермента имеет диагностическое значение 
при раке поджелудочной железы, не нашли подтверждения (129, 142). У 46% 
больных с опухолями описано увеличение активности лейциламиноцептидазы 
в моче (68). Исследование этого фермента не имеет диагностического значения 
при новообразованиях ротовой полости и области шеи (34). Приведенные 
исследования были произведены с применением в качестве субстрата Г.-лей- 
цил-В-нафтиламида. Увеличение активности этого фермента у больных с пер- 
вичнымии метастатическими опухолями цечени описано также при приме- 
нении в качестве субстрата Г.-лейцил-глицина (64). 

У больных раком (в 5 случаях из 8 обследованных) отмечено уменьшение 
муколитической (гиалуронат-лиаза) активности плазмы, приблизительно 
соответствующее злокачественности или распространенности патологического 
процесса (149). 
= желудка обычно отмечается уменьшение активности уропепси- 

моче (12, 70), что, согласно некоторым авторам, может иметь диффе 
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ально-диагностическое значени 
которые авторы считают, что и 


лении этиологии кро- 
ропепсиногена в моче 
ли двенадцатиперстной 
ощения об увеличении 
огрануломатозом и лим- 


ке активно у 
свидетельствует о кровотечении из язвы еды, 
лудка ил 


ях имеются соо 
= 
сольных с лимф 


с новообразова- 


даления опухоли (140 
Однако изменения концентрации этого ингибитора не СЫНА. Е: 
> 


и поэтому не могут иметь диагностического значения (163). У больных сн 
образованиями описано также увеличение количества ингибитора АОИ. 
сина (45, 46, 47). РеасосК и сотрудники (140) считают, что инрибитор ней 
трипсина, а также трицсина не обнаруживают постоянного  ПОБЬПИСНИЯ при 
новообразованиях. Повышение уровня ингибитора трипсина обнаружено 
у 60% больных, а уровня ингибитора химотрипсина у 36%, больных с новооб- 
разованиями. Такой же взгляд относительно ингибитора химотрипсина в сыво- 
ротке высказывают ГЛушезтопе и сотрудники (111). 
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ДРУГИЕ ЗАБОЛЕВАНИЯ 
ЕКАМС152ЕК КОКОТ 


АЛЛЕРГИЯ 


Ферментология в аллергии делает лишь первые шаги. Несмотря на большое 
количество неясных вопросов, все больше внимания обращается на биохими- 
ческую сторону аллергических явлений. Первые теории биохимической ин- 
терпретации этих заболеваний известны давно (8), однако соответствующее 
обоснование они нашли в ферментологических исследованиях последних лет 
(2, 6, 4, 7). В настоящее время считается, что в ранней стадии аллергической 
реакции аллерген освобождает протеолитический процесс, в результате ко- 
торого образуется гистамин или другие субстанции, ответственные за про- 
явление соответствующих симптомов аллергии. Однако механизм действия 
аллергена достаточно не изучен. Установлено, что освобождение гистамина 
обусловлено наличием свободных] групп —5Н и —МН.. Блокирование их 
тормозит проявление аллергических реакций (4). Возможно, что аллергичес- 
кие реакции могут являться также следствием расстройства катаболизма 
образующегося гистамина, в котором, как известно, играет роль ацетилиру- 
ющий фермент, диаминоксидаза и фермент, метаболизующий гистамин И. 

О протеолитическом характере аллергических реакций свидетельствуют 
также эксперименты №со]ай и сотрудников (6), в которых авторы доказали 
очень близкое сходство между характером аллергической реакции, вызван- 
ной аллергеном, и реакцией, наблюдаемой после местного или общего при- 
менения трипсина. 

Ферментативные изменения, происходящие в крови и тканевых жидкостях 
при аллергических заболеваниях, также мало изучены. АБаеграеп вспоми- 
нает о значительном увеличении содержания мурамидазы в желудке у аллерги- 
ков, а также о росте активности амилазы крови во время пристуца бронхиаль- 
ной астмы (1). СБасва) и Коха-СЧегсгаК описывают падение активности хо- 
линэстеразы крови при приступе бронхиальной астмы (3). СоНааЫ (5) наблю- 
дал рост активности $СРТ, $СОТ и орнитин-карбамоилтрансферазы у астма- 
тиков при одновременно нормальных величинах лактатдегидрогеназы и изо- 
цитратдегидрогеназы, а также альдолазы. 

Из вышесказанного вытекает, что в настоящее время ферментологические 
исследования при аллергии только начинаются. Их более близкое Изучение 
позволит, возможно, лучше понять механизм патогенеза этих заболеваний 
и расширит наши терапевтические возможности. 
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ФЕРМЕНТОЛОГИЯ В АКУШЕРСТВЕ 


Беременность вызывает целый ряд биохимиче 
матери, © биологической целесообразности которых мы знаем е 
блюдаемые во время беременности ферментативные сдвиги в он Ре 
личных органах матери могут являться выражение: ы ке. 
щему плоду, или же результатом проникания ферментов из плаценты и пло, 
в кровяное русло матери. Хотя в свете данных последних лет эта ее 
рая возможность кажется мало вероятной, 
ной беременности, то при осложненной 
значение. 

Остановимся по очереди на: 

а) ферментологии нормальной беременности; 

6) ферментологии осложненной беременности (с токсикозом беременных 
или с заболеваниями других органов); 

в) изменениях различных ферментов в крови из пуповины. 





ских изменений в организме 










ФЕРМЕНТОЛОГИЯ НОРМАЛЬНОЙ БЕРЕМЕННОСТИ 





1. Окситоциназа. Факт инактивирования окситоцина сывороткой бере- 
менных известен болыше 30 лет. Фермент, разлагающий окситоцин, назы- 
ваемый окситоциназой, вероятно защищает плод от последствий действия 
гипофизарного окситоцина. Окситоциназа вероятно является ферментом, вы- 
деляемым плацентой. Она активируется двувалентными ионами различных 
металлов. При электрофорезе белков сыворотки крови ее можно обнаружить 
во фракции ; глобулинов. Согласно Тирру и Мезуа@Ба (4) окситоциназа 
является отдельной, или смесью разных аминоцептидаз, отщецляющих коль- 
цевую аминокислоту окситоцина. Этот фермент проявляет сходное действие, 
расщепляя целый ряд соединений р-нафтиламина с я-аминокислотами. Это 
свойство было использовано для разработки биохимических методов опреде- 
ления активности окситоциназы (18). Однако следует отметить, что в насто- 
ящее время не существует никаких доказательств того, что ферментом, разла- 
гающим перечисленные производные р-нафтиламина с аминокислотами, явля- 
ется окситоциназа. Кроме того следует подчеркнуть, что кинетика ый 
назы вообще изучена очень мало (3, 4, 5). Начиная с первых недель оере 
менности, активность этого фермента постепенно увеличивается, ам 
своего максимума примерно на 4 месяце беременности. Ев: Я р 
остается до родов, и даже несколько дней после родов (36, 37, 38, 39). Е 

величинам в пер 
Уровень фермента обычно возвращается к нормальным а ае- 
дни после родов. Согласно другим авторам (18), рост активе вершины перед 
мента начинается на первом месяце беременности и дог мента позволяет, по 
Родами. Систематический контроль активности этого фер 


ледует 
елить срок родов. Однако с 
мнению этих авторов (18), точно определи а о 
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окситоцин позволяют правильно оценить значение ферменто 


логическ 
следования (18). ого ис 


Факты обнаружения „окситоциназной“ активности у здоровых же 
7 Чин 


и небеременных женщин, как и при заболеваниях паренхимы печени 

определении фермента химическими способами и отрицательные а 
при специфической биологической методике, могли бы свидетельство, ы 
© существовании при беременности двух разных протеолитических ферментов 

При угрожающем аборте активность окситоциназы в крови падает. у 

Протеиназы. Появление протеиназ в крови беременных женщин было 
обнаружено в начале нашего века (1). Их определение явилось первым хими- 
ческим тестом беременности. Однако на пути распространения этой методики 
диагностики беременности стояли большие методические трудности. По 
мнению АБаегра!еп (1) появление протеиназ должно было бы являться за- 
щитной реакцией со стороны организма матери на проникающие в ее кровяное 
русло белковые тела из плаценты и плода. Эти белковые тела Расщепляются 
под влиянием указанных ферментов. До сих пор не выяснено, имеется ли 
связь между протеиназами, обнаруженными Е. АБаегВа!еп и описанной 
выше окситоциназой. В послеродовом периоде протеолитическая активность 
сыворотки крови усиливается (11). 

Система свертывания крови и фибринолиза. Кровотечения, связан- 
ные с родами, составляют наибольший процент причин летальных случаев 
при родах. Относительная частота этого тяжелого осложнения явилась сти- 
мулом к тщательному изучению как системы свертывания, так и фибриноли- 
тической системы у беременных. При нормальной беременности время сверты- 
вания крови и длительность кровотечения остаются нормальными (42). Также 
уровень фибриногена (41), фактора У (44) и УП (43), и уровень протромбина 
(43), не обнаружили знаменательных отклонений от нормы. Непосредственно 
после выделения последа время свертывания крови уменьшается (42). Это 
наблюдение объясняет частые тромбозы цосле родов. 

Данные о фибринолитической системе при беременности неоднородны. 
Если одни авторы (22) обнаружили падение фибринолитической активности 
по мере развития беременности, то другие (9, 42) этого не подтвердили. В по- 
слеродовом периоде фибринолитическая активность крови падает (29), не из- 
меняется существенным образом (42), или увеличивается (20, 30). Такие раз- 
личные данные вероятно обусловлены различием методов, которыми пользо- 
вались разные авторы. Методы, применяемые для исследования фибрино- 
литической системы, очень часто не охватывают всех факторов, играющих 
определенную роль в процессе фибринолиза, поэтому и результаты, получен- 
ные отдельными авторами, трудно сравнивать. 

Гидролазы. Среди гидролаз у беременных лучше всего изучена щелочная 
фосфатаза. По мере развития беременности активность этого фермента в крови 
увеличивается, достигая максимума на 8—10 месяце (14, 25, 26, 27, 46). В по- 
слеродовом периоде, после временного падения, активность фермента снова 
Увеличивается, а именно тогда, когда увеличивается лактация. Этиология 
роста активности этого фермента при нормальной беременности не выяснена. 
Предполагается, что источником его является матка, плацента, надпочечники 
(в результате гиперфункции коры надпочечников) и костная ткань (в резуль 
тате физиологической деминерализации костей). им 

Другим, относительно хорошо изученным у беременных дроитачески 
ферментом, является неспецифическая холинэстераза. Большинство автор 
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активности этих ес в крови, с быстрым падением до нормы в после- 
родовом периоде. ''еринеотомия может повлечь за собой рост активности Е 
трансаминаз в крови (15, 16, 19). 


Альдолаза в сыворотке крови остается но 


мечают отклонения от нормы. Во время родов и непосредственно после родов 
а кратковременное увеличение активности этого фермента (10, 23, 
Другие ферменты. Среди ферментов, активность которых в крови опре- 
деляли во время беременности, следует назвать изоцитратдегидрогеназу, це- 
рулоплазмин, р-глюкуронидазу, каталазу и карбоангидразу. При нормальной 
беременности активность изоцитратдегидрогеназы в крови остается в норме (8). 
Постоянный рост активности этого фермента может свидетельствовать о суще- 
‹ ствовании некротических изменений в плаценте, если исключить заболевания 

|2). Также печени (7). Уровень церулоплазмина увеличивается особенно в последней 





хотромбина трети нормальной беременности (28, 35). Такой же рост активности в этом 
едственно периоде обнаруживает В-глюкуронидаза (1). Активность этого фермента воз- 
(42). вращается к норме уже в первые дни после родов. Активность каталазы 
и карбоангидразы при беременности не изменяется (33). Ё 
нородеы. Наконец, следует указать на усиленное выделение уропецсина с мочой у бе- 
ИВО ременных (40). Усиленное выделение этого фермента вероятно является ре- 
| т. ВИ Зультатом увеличения активности коры надночечников, которое наблюда- 
.) ‘ее ется во время беременности. 
йе 
такие р 
тр ФЕРМЕНТОЛОГИЯ ОСЛОЖНЕННОЙ БЕРЕМЕННОСТИ | 
И 
о 
фир ох Система свертывания крови и фибринолиза. Особенно ет 
и по последствиям являются состояния несвертываемости крови, ея в 
долу" встречающиеся в периоде родов. Согласно мнению большинства автор: | 
Могут являться: | 
и Е ий из плаценты 
дело" ‚ а) результатом проникновения тромбопластических субстанц ея 
$ в в свою очередь приводит к афибрин мии, 
8 д кровяное русло матери, что 
или 
6) ов о матери активатора плазми- 
ы ии 6) результатом освобождения в п образуется плазмин, 
и г и фри ее подвергающиеся уже больше поли- 
Пя и. Разлагающий фибриноген на молекулы, 
ВЯ В 
Ри меризации (13, 31, 32). боих процессов одновременно. Характерной 
, ры ен о является то, что они появляются 
(9 Чертой этих состояний несвертываемости 


еть. Даже при нз- 

<овершенно неожиданно и их никогда не ние Жо отит лет — 
ме ена или 2- — 

й дленном применении фибриног ов плазминогена и самого плазмина 

Чень сильного ингибитора активатор! ’льтата 

не Всегда удается добиться желаемого резу 
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Гидролазы. При тяжелых токсикозах беременности 
дение активности амилазы и холинэстеразы (6,21), ат 
щелочной фосфатазы (2). 

Трансаминазы. В определенном проценте случаев токсикоз 
ности увеличивается активность ЗСОТ и $СРТ (6, 16, 20, 21). Н Е беремен_ 
никакой взаимозависимости между ростом активности этих фермент ется 
тенсивностью альбуминурии, кровяным давлением, величиной отеков я ин- 
логическими симптомами и печеночными пробами (6, 21). Поэтому Е. 
ление активности трансаминаз не позволяет ни оценить тяжести п. ть 
кого процесса, ни предвидеть его течения. 

Смерть плода обычно не приводит к изменениям активности трансамина 
у матери (19, 34), или дает лишь незначительное увеличение их (33). П. ы 
жение печеночной паренхимы, очаговый некроз сердечной мышцы ия м 
пространенная атрофия мьшц, появляющаяся во время беременности, увели- 
чивают активность этих ферментов в крови матери (смотри ферментология 
этих органов). 

Другие ферменты. При токсикозе беременности в определенном про- 
центе случаев наблюдается рост активности изоцитратдегидрогеназы (7, 8) 
лактатдегидрогеназы (6, 24, 33), глюкозофосфатизомеразы и альдолазы (2). Не 
отмечалось изменения активности каталазы и карбоангидразы (33). Некоторые 
авторы отмечали также рост активности В-глюкуронидазы (1, 33), а также 
большее, чем при нормальной беременности, выделение с мочой уропепсина 
(40), альдолазы, глюкозофосфатизомеразы, щелочной фосфатазы и ЗСРТ (2). 

В настоящее время мы еще точно не знаем причины увеличения, в опре- 
деленном проценте случаев, активности некоторых ферментов в крови матери 
при беременности, осложненной токсикозом. Однако, как нам кажется, не 
подлежит сомнению, что по крайней мере у некоторых больных этот рост 
вызван поражением печеночной паренхимы. Если источник патологической 
активности таких ферментов, как $СОТ, $СРТ › Лактатдегидрогеназа, изоцит- 
ратдегидрогеназа, а также холиностераза, находится в печени, то следует 
принять, что существуют токсикозы беременности, протекающие с повреж- 
дением этого органа или без повреждения его. Однако с другой стороны отсут- 
ствие корреляции между активностью этих ферментов в плазме крови и функ- 
циональными' пробами печени, а также тяжестью клинической картины ток- 
сикоза и быстрая нормализация активности их в послеродовом периоде, за- 
ставляют предполагать, что определенное значение во всем этом имеют и дру- 
гие органы и особенно плацента и плод. Следует добавить, что нормальные 
или патологические величины выше перечисленных ферментов при токсикозе 
беременных не позволяет оценивать тяжесть патологического процесса и пред- 
видеть его течение. 


часто наблю 


да, 
акжке рост акс Па- 


КТИВНОСТи 


РАЗЛИЧНЫЕ ФЕРМЕНТЫ В ПУПОВИННОЙ КРОВИ 


Долголетний спор о возможности обмена ферментами между матерью и пло- 
дом до сих пор окончательно не разрешен, тем не менее, однако, исследования 
последних лет все больше подтверждают взгляд, что при нормальной тре 
менности ферментный спектр крови плода является исключительно 0обосо 
ленным. Произведенные одновременно определения активности погоВых 
ферментов в пуповинной крови и крови матери показали полное Е 
какой бы то ни было корреляции как при нормальной беременности (6, 21, ь 
‘так и при беременности, осложненной токсикозом (6, 21). Совершенно _ 
понятными являются патологические величины отдельных ферментов у ий 
вершенно здоровых и доношенных плодов, что встречается в определенно: 
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орт (2). 
› В Опр 
ВИ Матери 
кется, не 
этот рост 
гической 
1, ИЗОЦИТ- 
о следует 
‚ повреж 
НЫЕ отсут" 





сле случаев. Еще остается выяснить, в какой степени об; 
патологические величины зависят от так называемой ‚ткан ее 
плода» или от определенных повреждений тканей, не оп е, ас О 
и з Ределяющихся клини- 
Ферментный состав пуповинной крови доношенного ребенк 
отличается от состава крови матери. Так, и 
амилазы ничтожна в сравнении с матери (33). Также аь 
церулоплазмина (35) и В-глюкуронидазы в п ее. 
чительно меньшей, чем в крови матери. Кг 
менышей активностью в пуповинной крови 
(6, 27) и щелочная фосфатаза (27). Не обна 
средней активностью СОТ, $СРТ (6, 21,2 
по 33) в крови матери и плода. 


Наконец, следует отметить умеренное или отчетливое увеличение уровня 
(10, 27, 45) лактатдегидрогеназы и альдолазы в пуповинной крови. Отличие 
активности некоторых ферментов в пуповинной крови, от активности их в кро- 


ви матери вероятно отражают приспособление плода к специфическим усло- 
виям существования. 
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ВРОЖДЕННЫЕ ФЕРМЕНТОПАТИИ 
КАРМЕЕ2 $РЕТТ 


Начало современным взглядам на механизм и патогене 
болизма, обусловленным генетическими факторами, положено трудами Само 
(40, 41, 58), который в начале нашего века дал определение четырем известных 
в то время расстройствам этого тица (алкаптонурии, альбинизму,  ЦиСтинурии 
и пептозурии) как врожденным расстройствам метаболизма. В настоящее 
время к этой группе относят больше чем 30 различных заболеваний. Их общей 
чертой являются переносимые генетически расстройства функции некоторых 
ферментов. Эти расстройства могут заключаться в: 1) полном или частичном 
отсутствии ферментной активности; 2) чрезмерном усилении ферментных 
функций; 3) продукции патологических ферментов, то есть таких, которые 
не встречаются в здоровом организме. 

Причиной расстройств первой групцы, в которую входит большинство 
врожденных ферментопатий, прежде всего являются мутации, приводящие 
к выпадению матрицы нуклеиновых кислот, ответственной за синтез данного 
апофермента. Однако здесь может иметь место и генетически обусловленное 
расстройство соотношения естественных активаторов и ингибиторов. 

Также и чрезмерная ферментная активность, появляющаяся при гиперфун- 
кции и порфириях, не обязательно связана с повышенной продукцией апофер- 
мента. Она может быть обусловлена выпаданием ингибитора, что в результате 
приводит к гиперфункции фермента. 

Третий тип расстройств обусловлен генетическим преобразованием матрицы 
нуклеиновых кислот, что влечет за собой продукцию ферментов, которые не 
встречаются в физиологических условиях. Для того, чтобы подчеркнуть 

значение этого механизма в этиологии определенных генетических заболе- 
ваний, вызванных синтезом нефизиологических белковых молекул, принят 
предложенный Рау (68) термин „наследственные молекулярные болезни“. 
Классическими примерами метаболических заболеваний, относящихся к этой 
группе, являются серповидноклеточная анемия и другие анемии, вызванные 
продукцией разных форм гемоглобина, молекула которых построена: иначе, 
чем молекула нормального гемоглобина. 

С генетической точки зрения, большинство ферментопатий наследуется как 
рецессивный аутосомный признак. Доминирующий аутосомный ген является 
ответственным за проявление лишь нескольких заболеваний, а именно: по- 
чечной глюкозурии, вероятно гиперурикемии, а также некоторых типов пор- 
фирии и метгемоглобинемии. Передача при помощи рецессивного гена, со- 
пряженного с хромосомой Х, обусловливающей пол, до настоящего времени 
обнаружена для гемофилии и, вероятно, глицинурии. 

Большинство врожденных пороков метаболизма проявляется появлением 
в моче субстанций, которые отсутствуют в нормальной моче, или присутствуют 
в следовых количествах. Расстройства этого типа можно разделить на две 
группы (45). В первой почечный порог отсутствует или является очень низ- 
ким, в результате чего данная субстанция выделяется с мочой несмотря на 
нормальную концентрацию ее в крови, а иногда даже более низкую, чем нор- 
мальная. К этой группе относится почечная глюкозурия, ацидурия В-аминоизо- 
масляной кислоты, классическая цистинурия и комплекс симптомов Фан- 
кони у молодых и взрослых. С точки зрения генетики проявление этих Рас” 
стройств может являтся следствием аномалии генов, обусловливающих каналр- 
цевую реабсорбцию. Поскольку однако, канальцевой реабсорбцией управляет 
гормон задней доли гипофиза, гормоны коры надпочечников и других органов» 


3 расстройств мета- 
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неисключена возможность, что патология почечных кана; 

малией генов, находящихся в ядрах их к льцев вызвана не ано- 
надпочечников, гипофизе, подбугорье или к боны ОРиеЙ генов в коре 
органа, связанного с канальцевой реабсорбцией. Вооб ыы какого-то другого 
тены этого типа обусловливают проницаемость ыы в = 
левания, вытекающие из их аномалии, интепретировать а а забо- 
чек, а не как блокаду метаболизма. “АК олокаду оболо- 

В другой группе заболеваний выделяемая с 
таболизму в тканях в результате генетически об 
мента. Концентрация ее в крови увеличивается выше нормального уровня 
и почки выделяют ее таким же образом, как и почки нормального человека 
после перфузии кровью, содержащей высокие концентрации данного веще- 
ства. К этой группе расстройств относятся: фруктозурия, пентозурия, галак- 
тозурия и порфирии. 

АБдегВа еп (1) приводит клиническую классификацию в 
ментоцатий на основании изучения течения данного заболева 
такого критерия позволяет выделить среди известных ано 
три группы: 

1. Бессимцтомные формы. У лиц с этой аномалией не отмечается ни- 
каких функциональных расстройств. Она также ничем не угрожает их жизни. 
Заболевание чаще всего обнаруживается случайно во время обычных лабора- 
торных анализов. К этой группе относятся: фруктозурия, почечная гдюко- 
зурия и болезнь СИбеге. 

2. Относительно бессимптомные формы. Аномалии этого типа в нор- 
мальных условиях также не даютникаких субъективных симптомов. Однакоони 
приобретают клиническое значение когда организм окажется под воздействием 
определенных факторов. ’Так, например, врожденная гипоацетилхолин- 
эстераземия проявляется лишь тогда, когда больные, страдающие этим за- 
болеванием, получают лекарственные вещества, тормозящие ацетилхолин- 
эстеразу. В этих случаях развивается тяжелое апное, которое может закончить- 
ся смертью. Особенно опасными для таких лиц являются инсектициды из груп- 
пы ингибиторов ацетилхолинэстеразы. Следующим заболеванием, относящим- 
ся к этой группе, является так называемый хинолиновый гемолиз (24), встре- 
чающийся у 10% североамериканских негров и очень редко среди людей 
белой расы. Прием противмалярийного прецарата 8-(4-амин-1-метилбутил- 
амин)-б-метоксихолина вызывает у этих больных внутрисосудистый гемолиз. 
Единственным ферментным дефектом, обнаруженным в этих случаях, являет 
ся исчезновение в эритроцитах активности глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы. 

тот фермент катализирует редукцию окисленного глутатиона по отношению 
К глюкозо-6-фосфату. Вышадение функции глюкозо-6-фосфатдегидрогеназьт 
влечет за собой снижение уровня редуцированного глутатиона в эритроцитах, 
г. сам механизм появления гемолиза при этом расстройстве остается до насто- 

щего времени неясным. 

‚ Клинические формы. Сюда относятся те врожденные м 
р которые проявляются явными клиническими ое о ааккОЕ 
ры примерами таких заболеваний являются: ож ракалазань 
ее серповидноклеточная анемия, порфирии я окие из них кончаются 
смерть этих ферментопатий очень тяжелое, а 

Современная систематика врожденных ферментопатий дить — 

Ровании их со а биохимического обмена, подвер 
Расстрой Па го за это состояние фермента. 
Такой и (ВУ при дисфункции ответственно ферментные расстройства 

критерий позволяет выделять врожденные Фер 
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обмена белков, углеводов, жиров, пуриновых соединений и так дал 

классификация с одной стороны отображает современное направле ее. Такая 
дающее особое клиническое значение расстройствам промежуточного при- 
а с другой — подчеркивает, что первичным этиологич и Обмена, 


: еским фактором эт 
заболеваний являются генетически обусловленные биохимические "разл т 
личия. 


БЕЛКОВЫЙ ОБМЕН 


РАССТРОЙСТВА ОБМЕНА ФЕНИЛАЛАНИНА И ТИРОЗИНА 


Метаболизм фенилаланина и тирозина в здо 
ких направлениях и конечные продукты об 
лены на рисунке 72. 


ровом организме идет в Несколь- 
мена этих аминокислот представ- 
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Рис. 72. Конечные продукты обмена фенилаланина и тирозина. 


Метаболические блокады характера врожденной ферментопатии имеют 
место на следующих этапах обмена фенилаланина и тирозина: 2 

1) окисления фенилаланина до тирозина с симптомами так называемой 
фенилкетонурии или фенилурии; 

2) окисления тирозина до 2,5-дигидроксипировиноградной кислоты с по- 
явлением так называемой гидроксифенилурии или тирозиноза; 

3) дальнейшего окисления тирозина до фумаровой и ацетилуксусной кислоты 
с появлением алкаптонурии; 

4) синтеза меланиновых пигментов с появлением альбинизма; 

5) синтеза белка при некоторых анемиях, гипотромбинемии и, вероятно, 
мышечной атрофии (61). 

Труднее, чем перечисленные ферментопатии, определить частичное ЗорМо: 
жение образования тироксина из тирозина, чему в некоторых случаях сопутст 
вует кретинизм. В обмене адреналина не обнаружено аналогичных расстройств В 
кроме возможного снижения уровня его при фенилкетонурии, вызванног е 
отсутствием тирозина. Синтез гормонов мозгового слоя НадОрчечихе, 
вероятно является таким жизненно важным процессом, что РУС 
расстройства его приводят к смерти плода уже во внутриутробном периоде (61). 
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С клинической точки зрения наиболее важными ферментными г 
обмене фенилаланина и тирозича явл : ы а расстройства- 
мИВ Е яются: фенилкетонурия (фени. лурия) 
гидроксифенилурия (тирозиноз), алкаптонурия и альбинизм. Механизм 
возникновения этих ферментопатий представлен на рисунке 73. 

Фенилкетонурия (фенилурия) появляется в результате выпадения 
функции производства в печени гидроксилазы, специфически катализи- 
рующей реакцию окисления фенилаланина атмосферным кислородом при 
наличии НАДФ -Н, до тирозина и воды. Этот фермент зависит от двух 
генов, дефекты которых влекут за собой инактивацию его и фенилкетонурию. 
Дефектная форма только одного из этих генов вызывает заметное снижение 
активности фенилаланингидроксилазы (фенилаланин-4-гидроксилазы), однако 
дефицит этого фермента не дает никаких клинических симптомов. Не выяснено 
до сих пор, является ли отсутствие активности фермента результатом тормо- 
жения его или полного отсутствия (61). 

Ферментная блокада вызывает увеличение уровня фенилаланина в плазме, 
иногда в 30 раз превышающее физиологический уровень (норма = 1,4 мг%). 
Кроме фенилаланина накапливаются продукты дезаминирования и декар- 
боксилирования этой аминокислоты: фенилцировиноградная, фенилмолочная 
и фенилуксусная кислоты (53). Эти соединения фенола выделяются с мочой, 
причем фенилпировиноградная кислота резко преобладает над остальными, 

гроятно в результате избирательной проницаемости почечных канальцев 
по отношению к этой кетокислоте (65). Поэтому для определения выпадения 
функции фенилаланингидроксилазы (фенилаланин-4-гидроксилазы) чаще 
применяется термин фенилкетонурия, чем очень общий термин фени- 
лурия. 

Главным клиническим симптомом этого заболевания является психи- 
ческое недоразвитие в 60—70% случаев типа идиотизма и в 22—33%, имбе- 
цилизма. Необыкновенно редко встречаются больные на границе нормального 
уровня интеллигентности (9, 16, 26). Поэтому это заболевание вначале назы- 
валось инфесйна; рйепйоругиеса (35), а затем ойворйтета рйепйоругисяса (54). 
Этот термин еще и сейчас применяется довольно часто для того» чтобы под- 
черкнуть первостепенное клиническое значение психических изменений, 
сопутствующих фенилкетонурии. Торможение развития появляется У детей 
уже в конце первого года жизни, главным образом в виде позднего проре- 
зывания зубов и статических расстройств, которые являются одним из глав- 
нейших клинических симптомов в первые годы жизни. Частой аномалией 
является торможение развития черепа с последующей микроцефалией, а также 
неврологические расстройства в виде экстрапирамидальных симптомов и даже 
судорог. Теоретически могут существовать два механизма, вызывающие 
психические расстройства при этом заболевании. Они поянияютсязитихвьре- 

в опившихся феноловых соединений на 

зультате токсического действия накопи 
центральную нервную систему, или же в результате расстройства синтеза 
дефицитом тирозина- Возможно, что оба 


белков не И ванного 
рвной ткани, выз 
механизма одновременно играют роль в этиологии этого патологического 


состояния нервной системы (1) 


Следующими клиническими изменениями» Бе ры све 

кетонурии, являются пигментные и пои ей. е, едении р аь 

заключаются в неправильном образовании и т аской кожи, волос 

в результате чего больные отличаются очень димы. < при фенилкето- 

и глаз (радужных оболочек). Синтез а тон диоксифенилаланин- 

..-. не м а ее торможения свидетельствует 
идазы Г.-фенилаланином. О т 


нии нь 
Увеличение интенсивности пигментации при примене у больных диеты, 
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бедной фенилаланином (4, 8, 92). к кожным симитомам относятся гл. 
образом кожные сыпи и мышиный запах пота. 

Диета, бедная фенилаланином, приводит к нормализации выделения 
болитов этой кислоты с мочой, однако не оказывает практического вли 
на существующие психические расстройства. Патологические изме 
в центральной нервной системе, вызванные расстройствами метаболизма 
вероятно необратимы. Определенную надежду можно возлагать на очень 
раннее диетическое лечение. Ограничение фенилаланина, получаемого с пи- 
щей, уже в первые недели жизни, предотвращает у леченных таким образом 
детей появление симптомов психического и соматического недоразвития 
(49, 50). В связи с этими ободряющими результатами чрезвычайно важным 
является ранняя диагностика фенилкетонурии, еще перед появлением отчет- 
ливых симптомов недоразвития. Наиболее важной лабораторной пробой 
служащей для диагностики этого заболевания, является реакция Фолинга 
(35), которая заключается в том, что к подкисленной моче прибавляют нес- 
колько кацель 5% раствора хлористого железа. В присутствии фенилцирови- 
ноградной кислоты возникает нестойкое оливково-зеленое окрашивание. 
Ввиду того, что выделение фенилцировиноградной кислоты может иметь 
периодический характер, следует в подозрительных случаях повторить 
анализ несколько раз, а в случае необходимости — после нагрузки 3 г фенил- 
аланина (1). Диагноз подтверждает микробиологическое или хроматогра- 
фическое определение фенилаланина в плазме. 

Фенилкетонурия встречается с частотой примерно 1:25000 среди населения 
Европы и 1:100 у психически больных. Длительность жизни больных, стра- 
дающих этим заболеванием, значительно снижена, как и при всех состояниях 
психического недоразвития (59). 

Гидроксифенилурия (тирозиноз) является результатом торможения 
функции п-гидроксифенил-цируват-гидроксилазы окисляющей п-гидро- 
ксифенилпировиноградную кислоту в присутствии аскорбиновой кислоты 
до 2,5-дигидроксицировиноградной кислоты. Метаболическая блокада на 
этом уровне вызывает накопление и выделение с мочой п-гидроксифенилии- 
ровиноградной кислоты, ее предшественника тирозина и метаболитов: 
п-гидроксифенилмолочной и п-гидроксифенилуксусной кислот. Эта патология 
в классической форме встречается значительно реже, чем фенилкетонурия, 
но сопутствует часто разным аномалиям, как преждевременные роды, дефицит 
аскорбиновой кислоты особенно при диете, богатой белками, дефицит фолие- 
вой кислоты, некоторые случаи анемии и ревматизма, а также состояния це- 
ченочной недостаточности (34, 61). В большинстве этих случаев прием аскорби- 
новой кислоты снижает выделение гидроксифенильных соединений. Иногда 
эффективно действует также фолиевая кислота (74). 

Алкацтонурия является одной из раньше всего изученных врожденных 
ферментоцатий, и заключается в дефекте отдельного рецессивного аутосомного 
гена. Однако в редких случаях она вероятно может также наследоваться, как 
доминатный признак. Основным клиническим симптомом является выделе- 
ние с мочой болыного количества гомогентизиновой кислоты, нормального 
промежуточного метабодита в процессе превращения тирозина в фумаровую 
и ацетилуксусную кислоту. Эта кислота начинает выделяться через несколько 
дней после рождения и выделяется всю жизнь. 

Гомогентизиновая кислота, соединение, обладающее сильными редуци- 
рующими свойствами (редуцирует реактив Фелинга при комнатной темпера” 
туре), накапливается в избыточном количестве и выделяется с мочой в Р®- 
зультате вышадения функции гомогентизат-оксигеназы, фермента, обладаю” 
щего свойствами железопротеида, не содержащего порфиринового ядра: 
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Он катализирует окисление гол 
и образованием энольной фор 
низм ферментного блока при этом заболев 
выяснен. В щелочной среде гомогентизин 
окисляется атмосферным кислородом до ху 
полимеризуют с образованием бурого или ч 
ваемого алкацтоном. Поэтому моча, 
через некоторое время темнеет 
мочу. 

Почки обычно не выделяют всей образующейся Го, 
Некоторое количество этого соедин 


иноновых сое 
ерного красит. 
содержащая гомогент 
›а этот процесс можно уско: 


динений, которые 
еля, раныше назы- 
изиновую кислоту, 
рить, подщелачивая 


могентизиновой кислоты. 
в хрящах, апоневрозах, 
ленным уровнем обмена. 


кислота полимеризуется, 
как и в моче, образуя бурочерный цигмент. В результате этого наступает 


прижизненное окрашивание хрящей и родственных тканей, называемое 
охронозом. Это часто видно сквозь ко › особенно в области хрящей носа 
и ушных хрящей. Отложения цигмента, накопившиеся в перечисленных 
выше тканях, могут привести к структурным изменениям, в результате 
чего появляются некротические очаги в области суставов (атйтгорана 
агартопитса). Суставные симптомы обычно появляются в срёднем воз- 
расте (рентгеновская картина типична для озеоатттиз аефоттатз) и могут 
приводить к инвалидности. Иногда алкацтонурии сопутствуют костные 
изменения в виде остеопороза. В этиологии этих последних играет роль 
деминерализация, наступающая ввиду увеличенного количества гомоген- 
тизиновой кислоты (21). 

В механизме развития охроноза вероятно играет роль торможение гиалуро- 
натлиазы продуктами окисления гомогентизиновой кислоты, что приводит 
к замедлению обмена гиалуроновой и хондроитинсерной кислот. Торможение 
обмена мукополисахаридов влечет за собой замедление процессов ны. 
играющих важную роль в обмене веществ с низким уровнем мета еж 
тканей. Такое состояние способствует отложению в них цветных Е Е 
гомогентизиновой кислоты. О таком механизме свидетельствуют :< зы 
ния, касающиеся экзогенного охроноза, сопутствующего отравления: 
нениями фенола (44). о аенея 
цианоз, вызванный метгемоглобинемией. Хиноновая Е а 
кислоты окисляет в этих случаях гемоглобин до аа: лучшению состоя- 
бина). Лечение аскорбиновой кислотой обычно приводит к у. 
ния. новых цпигмен- 

Альбинизм заключается в расстройстве ее. и рый 
тов в меланоцитах. Клинически Ее ичный альбинизм, при котором 
наследуется как рецессивный ин. определенными частями кожи. 
Ферментный дефект ограничивается т 


а 3,4-диокси- 
тся в месте переход: х 
Ферментная блокада при альбинизме находи’ хинон. Этот окислительный 


й орто = 
Фенилаланииа ные трей (ЦОФА-оксидаза), ко 
Процесс катализирует диоксифенилаланин ок нов нак невсиьный 
порая находится В митохондриях т и, активизируют 
профермент. Этот фермент, как и ее (61). В органах альбиносов 
Следовые количества 3,4-х-диоксифени нные цигмента меланоциты. В этих 
Имеются амеланотические то есть лише азы. Солнечные ожоги и рас- 
клетк ы ся активности ДОФА-ОКСИ от световых лучей являются 
трость а. результате отсутствия защиты: 
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АМИНОАЦИДУРИИ 


'Термином аминоацидурия определяют выделение с мочой 
нескольких свободных аминокислот в больших количествах, чем в 
моче (47, 67). Эта аномалия может сопутствовать многим приобр 
болеваниям, а также встречается как врожденный порок 
78). Среди врожденных аминоацидурий на первый план выд 
которых расстройства обмена или выделения отдельных амин 
главным биохимическим симптомом. Сюда относятся: цисти 
ацидурия р-аминоизомасляной кислоты и глицинурия. Нез 
аминацидурии разного вида могут сопутствовать другим 
как, например, болезнь \/5оп (гепато-лентикулярная де 
лактозурии. 

Цистинурия является аномалией, заключающейся в усиленном выде- 
лении с мочой больших количеств цистина, лизина, аргинина и орнитина. 
Этот порок наследуется как рецессивная и частично рецессивная форма. 
Расстройство вызвано дефектом реабсорбции этих четырех аминокислот из 
почечных канальцев. В связи со структурным сходством аминокислот, вы- 
деляемых при цистинурии, заключающимся в наличии двух амино групи 
с положительным зарядом и цепи из 4—6 атомов, принимается общий меха- 
низм из реабсорбции (28). 

стин является одной из наиболее трудно растворимых в воде амино- 
кислот, а в моче при рН 5,0—7,0 достигает насыщенного состояния при кон- 
центрации 300—400 мг/л. Выделение 0,5—1 ›0 г цистина в сутки приводит 
К насьщению мочи, особенно ночью, при максимальной концентрации мочи. 
Это вероятно является первичной причиной образования цистеиновых камней 
в мочевыводящих путях, что служит единственным клиническим осложне- 
нием при цистинурии. Эта мочекаменная болезнь обладает большой склон- 
ностью к рецидивам и встречается прежде всего у гомозигот гена цистинурии. 
Остальные аминокислоты очень хорошо растворимы, благодаря чему они 
не принимают участия в формировании цистиновых камней. 

Кроме расстройств в реабсорбции, этой аномалии сопутствует метаболи- 
ческая блокада в окислении и декарбоксилировании цистина до таурина, вы- 
деляемого с нормальной мочой в количестве 85—300 мг в сутки. В моче боль- 
ных с цистинурией это соединение почти совершенно отсутствует. 


ДНОГо иди 
нормальной 
етенным за- 
метаболизма (67, 
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нурия, Цистиноз, 
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ферментопатиям, 
генерация) и га- 
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Формулы цистина, лизина, а ино- 
»› аргинина и орнитина и среднее суточное выделение этих ами 
Кислот с нормальной мочой (80, 82, 83), а также с мочой 5 больных с цистинурией (81). 
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При нагрузке серными аминокислотами — 
У больных выделяется в 10—30 Е | 
НЫ условиях у здоровых людей. мочой, чем в анало- 


1 лечения цистинурии заклю- 
чаются поэтому ыы В диете животного белка, бана серными | 
аминокислотами, до необходимого минимума, а также применение мочегонных р 
|. 


ств и средств, ощелачивающих моч ;. Е ь 
к в тм авы, ео Таким образом Удается избежать 
лочной среде (79). , 
Цистиноз является расстройством об 
лым течением, обычно со смертельным 
и известно под различными названиями (6 
Еапсот1-Оебг6, цистиновый рахит, цист 
заболевания различна. Однако, 
стройство, которое заключается 
в тканях. Чаще всего оно встречается У детей грудного и младшего 


мена аминокислот с наиболее тяже- 


олезнь 1 впас-Еапсош, синдром 
иновый диабет). Клиническая картина 


мином О, ацидозом, полиурией, почечной гликозурией, гиперфосфатаземией, 2 
› Гицокалемия), ги- 
перфосфатурией и аминоацидурией, включающей большинство амино- 
кислот (глицин, аланин, серин, глутамин, вадин, лейцин, изолейцин, фенил- 
аи аланин, лизин, цистин, аргинин, пролин). 
и Кон. Иногда заболевание проявляется лишь у взрослых (симптомокомплекс 
Рапсой! у взрослых). Ему часто сопутствует остеомаляция, а также все биохи- 
мические симптомы, включая аминоацидурию, встречаемые при цистинозе 
детского возраста. Отложения скоплений цистина в тканиях не отмечено. 
Цистиноз детского возраста наследуется как типичный рецессивный признак, 
асимптомокомплекс Еапсошу взрослых вероятно вызван дефектом другогогена. 
Отложение цистина в тканях вероятно является результатом расстройства 
ферментной системы, катализирующей окисление этой аминокислоты. Зато 
остальные биохимические симптомы вызваны порочной реабсорбцией клу- 
бочкового фильтрата из почечных канальцев. Низкий почечный порог для 
‚боли- фосфатов в сочетании с гипофосфатемией вероятно является причиной рахита 
| ВЫ и остеомаляции. 
боль Ацидурия В-аминоизомасляной кислоты наследуется как рецес- 
сивный признак, вызывающий расстройство реабсорбции. Эта аномалия | 
встречается довольно часто (примерно у 5—10% людей) и проявляется вы- 
делением с мочой 100—300 мг В-аминоизомасляной кислоты в сутки, тогда 
как в моче у здоровых людей встречаются лишь следы ее. Она не дает ни- | 
каких клинических симптомов. | 
Глицинурия является относительно недавно обнаруженной аминоациду- в 
рией (90), заключающейся также в расстройстве реабсорбции. При этом | 
{и ба олевании выделяется примерно 600—1200 мг глицина в ть ыы 1 
ег 199 иг/сутки). Глицинурия вероятно И 
ряженным с хромосомой, детерминирующей пол, так как НОЕ | 
. вы. описаны до настоящего времени ыы ле ео 
оде осложнением является образование оксала 
Ржащих лишь незначительное количество глицина. 








МОЧИ, 
<амней 
ЖНе- 
СЛОН 
тури. 
у о 





СИНТЕЗ БЕЛКОВ ПЛАЗМЫ 


фр оденные изменения количественного состава отдельных белковых 
фер плазмы являются результатом полного или частичного выцадения 
ментных систем, ответственных за их синтез. Все гипо- и апротеинемии 


их 


т 


441 








этого вида удобно разделить на две группы. К первой можно отнести ано. 
малии синтеза преобладающих количественно белков плазмы, альбуминох 
Клинически дефициты этих фракций обычно протекают доброкачественно" 
Ко второй группе относятся аномалии, заключающиеся в полном или частич. 
ном выпадении белков, принимающих участие в процессе свертывания 
крови. 

Альбумины и глобулины. Расстройства синтеза альбуминов и глобу- 
линов могут проявляться в форме одновременного снижения уровня обеих 
белков или дефицита, а иногда и полного отсутствия одной фракции. Меха- 
низм наследования этих аномалий окончательно не выяснен, а точное изучение 
генетических взаимоотношений, частоты проявления, а также качественных 
и количественных изменений в отдельных гипопротеинемиях становится 
возможным лишь теперь, благодаря введению в повседневную практику 
анализа состава белков плазмы методикой электрофореза на бумаге. Особого 
внимания в этой груцпе заслуживает идиопатическая гипопротеинемия, 
проявляющаяся клинически отеками (33). При этом заболевании уровень 
общего белка в сыворотке колеблется в пределах 3,0—5,0%, причем сни- 
жается как уровень альбуминов, так и глобулинов. Уменьшается сопротивляе- 
мость больных к инфекциям, что, вероятно, связано с гипогаммаглобули- 
Немией. 

Среди врожденных дефицитов, обычно обнаруживаемых случайно и ка- 
сающихся отдельных фракций, гипо- и анальбуминемии обычно протекают 
бессимптомно, если не считать встречаемую иногда склонность к отекам. 
Расстройства же синтеза глобулинов и особенно гипо- и агаммаглобулинемия 
могут повлечь за собой неспособность к образованию антител, связанных 
с у-глобулиновой фракцией. Врожденное расстройство образования антител 
может существовать, однако, независимо от дефекта производства у-глобу- 
линов, что обнаружено у лиц, обладающих нормальным уровнем этой белко- 
вой фракции (6). Таким образом нормогаммаглобулинемия не исключает 
блокады или выпадения ферментной системы, ответственной за нормальный 
синтез антител. 

Белки системы свертывания крови. Врожденные ферментные 
дефекты, которые приводят к расстройству синтеза белков свертывания кро- 
ви, вызывают заболевания, выделенные в следующие нозологические еди- 
ницы: 

Гемофилия, наиболее частое расстройство системы свертывания крови, 
является аномалией, вызванной полным отсутствием антигемофильного гло- 
булина (гемофилия А), или, реже, фактора СЫ наз (гемофилия В), необхо- 
димых для производства активного тромбопластина. Антигемофильный гло- 
булин находится в плазме и расходуется в процессе образования сгустка, 
в результате чего в сыворотке он отсутствует. Электрофоретически он ведет 
себя как В.-глобулиновая фракция. Фактор СЁ! аз является белком катали- 
тического характера, не расходующимся в процессе свертывания, благодаря 
чему он остается в сыворотке после образования сгустка (10, 11, 12, 13, 14, 15). 
Причиной гемофилии является дефект рецессивного гена, сопряженного 
с полом в Х хромосоме. 

Применение препаратов антигемофильного глобулина из крови скота 
и свиней, активность которого в несколько тысяч раз выше активности гло- 
булина, полученного из человеческой крови, улучшает прогноз при лечении 
данного заболевания (36, 63). 

Тромбастения С1апашапп, которая вероятно наследуется по доми- 
нантному и рецессивному признаку, а также наследственная тромбопатия 
М/Пебгапа-]агоепз, переносимая доминантным геном, являются редко встре” 
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мыми аномалиями. Оба за 


чае: болевания 


ментных белков тромбоцитарной Е те отнесть 
троибоцитов. Первому из них сопутствуют порфологич а 

боцитарной системе характера агрануло- и анизотромбо ВН 
она проявляется отсутствием или замед? мооцитемии. Лабораторно 
патия УЛПебгапа-]атрепз, проявляющаяс 


приводит иногда 
акта. Обе аномали 


К другим, спорадически встречающимся апрот 
сятся: афибриногенемия и гицофибриногенемия (Фибриногеног: ны 
врожденная гицопротромбинемия Оц1СК, а также отсутствие о 
раУ Оуепз. Генетический механизм передачи этих заболеваний до АО 
времени не выяснен. 


еинемиям этого типа, 


ОБМЕН САХАРИДОВ 


зрения делятся на две груцпы: 
1) аномалии, протекающие бессимптомно; 


2) ферментопатии, которым сопутствуют тяжелые изменения, часто при- 
водящие к смерти. 


К первой группе относятся: почечная глюкозурия, фруктозурия и пенто- 
зурия, ко второй: галактоземия (галактозурия), а также заболевания, свя- 
занные с патологией накопления гликогена. 


ПОЧЕЧНАЯ ГЛЮКОЗУРИЯ 


Почечная глюкозурия является аномалией, вызванной вероятно дефектом 
доминантного аутосомного гена. Обнаруживается она обычно случайно и про- 
является в дефекте ферментной системы, ответственной за реабсорбцию глю- 
козы из почечных канальцев. Уровень глюкозы в крови и сахарные кривые 
не отклоняются от нормы. Инсулин не оказывает влияния на глюкозурию. 
Потеря некоторого количества глюкозы в результате понижения почеч- 


ного порога не оказывает отрицательного влияния на обмен других 
веществ. 


ФРУКТОЗУРИЯ 


Фруктозурия вызывается расстройством в области аутосомного раны 
вого гена и проявляется выделением с мочой 10—20% фруктозы, полу а 
< пищей в свободном состоянии или в виде сахарозы. Аномалия эта клини- 
Чески протекает бессимптомно, но при нагрузке фруктозой иена ие 
ная и высокая гиперфруктоземия, которой иногда ров ==. ре 

о гликемия. Метаболический дефект по-видимому вызван ты и: 

аЗЫ, катадизирующей с участием АТФ фосфорилиров жи 

До РУктозо-1-фосфата. Этот эфир затем включается в еее 
д РаЗлагается под воздействием 1-фосфофруктоальдолазы д 

я = ом 

обще оф ставят под сомнение взгляд о ры й 
ыы. Фруктозури (25, 39). Описаны отдельные случаи этого 
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при которых выделение фруктозы с мочой не отличается от 
при классической фруктозурии. Однако нагрузка фруктозой может вызв, 

у этих больных тошноту, потливость, дрожь, побледнение Кожи, затем к 
вавые рвоты и частичную цотерю сознания. Из более поздних именелия 
после такой нагрузки может появиться желтуха с увеличением печени и я 
временной альбуминурией. При очень высокой гиперфруктозурии отмечается 
гипогликемия, доходящая до нескольких мг%, что вероятно Является при- 
чиной появления острых симптомов. Это врожденное отсутствие переноси- 
мости фруктозы также наследуется как рецессивный признак, но метаболи- 
ческий дефект вероятно касается выпадения другого фермента, чем при 


этого СИмптома 
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Рис. 74. Промежуточные этапы и врожденные ферментные блокады в обмене фрукто- 
зы. А — фруктозурия, В — отсутствие толерантности к фруктозе. 


классической фруктозурии. Возможно, что здесь дело касается сын 
альдолазы, или же расстройства дальнейшего метаболизма тории 
что приводит к накоплению токсических промежуточных продуктов. Е 
замедляется также превращение фруктозы в глюкозу, о чем свидетельст ие 
длительная гипогликемия, вызванная выделением инсулина в ответ на Д 
тельное воздействие фруктозы, как раздражителя. 


ПЕНТОЗУРИЯ 


Пентозурия является клинически бессимптомным расстройством, пы 
ным ферментативной блокадой в ксилозо-глюкуроновом цикле, о ыыы 
детельствует гиперксилокетоземия после экспериментальной нагруз аи 
куроновой кислотой (48). Механизм развития этой ферментопатии рые 
на рисунке 75. Пентозурия наследуется как рецессивный аутосомнь како 
и проявляется в выделении с мочой 2—3,5 г/сутки Г-ксилокетозы» ран Е 
от количества пептоз, полученных с пищей. Исследования после 
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Рис. 75. Глюкуроново-ксилозный цикл и метаболическая блокада при пентозурии. 


показали, что люди, страдающие этим дефектом, кроме а = 
деляют с мочой Г.-арабитол. Эти данные заставляют ое ВЯ 
болическая блокада скорее всего находится на уровне перехода 

В ксилитол или ксилитола в О-ксилокетозу (87, 88). 


ГАЛАКТОЗЕМИЯ И ГАЛАКТОЗУРИЯ 


е х ей 

ства, сходные с фруктозурией, 

Галактоземия и галактозурия — Расстр = х чень тяжелым 

наследуются вероятно также как рецессивный м ть не- 

клиническим течением. Заболевание пр а Кроме бдок: 

медленно после первых приемов ев появляются клини- 

мических симптомов — галактоземии ью появления желтухи, 
ческие тов: увеличение печени, с возможност 


селезенки, рвота, поносы, 

а затем жировой дегенерации, иногда а а ь т: а 
ее г 

Помутнение хрусталиков (галактоземи Човреждение почек с посподуней 


ого развития, а часто и физического, ется 50—80°, галактозы, 
и > чой выделя 


и. С мо 
:. Ъбуминурией и аминоацидурией. о лактоза. Вдинственным эффективным 
олученной гл бразом каг во всяком случае 
авным о медленное и 
Методом лечения этого о евения является немед 


445 































перед концом второго месяца жизни, удаление из диеты 
галактозу (51). Поэтому очень важно поставить диагноз 

сразу же после появления первых симптомов. В 
бое значение имеет хроматографический аналу 
применение безгалактозной диеты приводит к 6; 
ческих симптомов и предотвращает появление 


> ПИЩИ, со 


держаншех 
данного забо ‘аЩей 


лабораторной Данон 
13 сахаридов в моче. нь 
ыстрому исчезновению ЛЬ, 
стойких изменений, Сопутстьу 
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Рис. 76. Промежуточные этапы превращения галактозы в глюкозу и метаболи 
када этого процесса при галактоземии. 


СЯ. 
ющих данному заболеванию (55). Толерантность этого сахара нев 
У людей зрелого возраста, у которых клинические симптомы ни 
такого бурного характера. ВЕ 

ВАНО ет является неспособность к Е сына» 
в глюкозу. Несмотря на единственную разницу между этими с вращение 
дами в углеводе С, (конфигурация Ш в глюкозе и Г, в галактозе), а аиия 
галактозы в глюкозу является сложным циклом обмена, пр 
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тозодифосфат с однов 
дингалак ременным п ури- 
дифосфата в 1-глюкозофосфат. Выпадение свращением УРИДИН-глюкоо 
за собой накопление большого количе 
активность галактокиназы, катализирующей ф 


полностью лишенной г: алактозы, эндогенное образование ее 
полностью покрывает потребности организма в этом сахаре 
ы > 


ГЛИКОГЕНОЗЫ 


Общим признаком всех гликогеноз, наследуемых, вероятно, как рецессив- 
ный признак, являются дефекты ферментных систем, ответственных за вве- 
дение гликогена на путь обмена сахаридов. Результатом такой блокады являет- 
ся накопление гликогена в органах, гицергликогенемия и гицогликемия. 
Недостаточное снабжение тканей глюкозой приводит к задержке роста. Эти 
заболевания кончаются смертью в раннем возрасте, вследствие гицогликеми- 
ческого шока, сердечной недостаточности или инфекционного заболевания» 
Ввиду полного отсутствия сопротивляемости больных к последним. 

Гликогенозы проявляются в нескольких вариантах, отличающихся ло- 
кализацией ферментативной блокады, химической структурой накопленного 
гликогена и распределением его в разных органах (60). 

В классической форме (тип Г), так называемой болезни СуегКе И ЕО 
`почечном гликогенозе, ферментативная блокада касается цеченочной и в 
ной глюкозо-6-фосфатазы, катализирующей разложение по фо 
До свободной глюкозы. Это приводит к накоплению в перечисленных в 


гликогена. 
органах гличающегося от нормального 
гликогена, ничем не отли’ при которой гликоген как 


Тиц И яв ой формой, 
ляется генерализованн ткладывается во 
и в типе Т, не отличается строением от нормального, в не обнаружено. 
Всех тканях. При этой форме ферментного де рек — гликоген отличается от 
При тице Ш, также генерализованного хар остов из более коротких 


нормального длиной боковых цепей, которые асстройству приводит де- 
отрезков, чем в нормальном гликогене. К этому Р 


зидные связи между 
кт амило-1:6-глюкозидазы, расщепляющей глико 


Углеродом 1 боко- 
и 6. но длинными 
Тип Ту проявляется накоплением гликогена с а асы касается амило- 
ЗЫми цепями. Ферментативная блокада в ая а-гликоновая гликозил- 
4 > 1:6)-трансглюкозидазы  (разветвляю аспределение разветвлений 
ыансфераза), ответственной за нормальное Р вы 
олекуле гликогена иства заключаются в де 
По . этого расстройст е, наступает 
фосфор а ст" ак называемой болезни МсАгаЕ, наступ 
. пер: > 
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Рис. 77. Начальные реакции гликогенолитического цикла и метаболические блокады этого 
процесса при гликогенозах. 


блокада мышечной Фосфорилазы, во второй — цеченочной. Это влечет за 


собой, как и при предыдущих аномалиях, накопление в мышцах или в печени 
гликогена нормального строения. 


ЖИРОВОЙ ОБМЕН 


Врожденные ферментные дефекты в жировом обмене приводят к е 
лиям, которые делятся на две группы. Первая из них включает болезни 
накапливания (лицоидозы, лицидозы). Этим термином определяют 9 
стройства, заключающиеся в накоплении жиров, откладывающихся в М 
органах. Сюда относятся также ксантоматозы, характеризующиеся жел р 
окраской отложенного жира. Этот термин в настоящее время оставлен в 
заболеваний, при которых главной составной частью отложений в. 
холестерин (29). Отдельные нозологические единицы в этой группе он - 
чаются локализацией и химическим составом отложенных ом я 
общей чертой является отсутствие в большинстве случаев каких бы И 
было изменений качественного и количественного состава жиров пл 


ется 
В другой группе врожденных расстройств доминирующим симитомом явля 
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срлицемия или гиперхолестеринемия, с отсутствием ил 
ране нной склонностью к ино Этих соединений в органах. В противо- 
С оложжность ферментопатиям елкового и углеводного обмена, при которых 
механизм и локализация ферментативной блокады преимущественно выяснен 

гории относительно аномалий жирового обмена имеют до настоящего 
времени исключительно гипотетический характер. Для многих НоЗологических 
единиц не удалось также установить способа наследования. : 


и более слабо 


липоидозы (ТЕЗАУРОЗЫ) 


Болезнь СбачисВег наследуется вероятно как рецессивный признак и заклю- 
чается в отложении керазина — цереброзида, содержащего лигноцериновую 
кислоту в клетках ретикуло-эндотелиальной системы. Это заболевание 
протекает различно в зависимости от возраста, в котором появляются первые 
симптомы. Редкая форма раннего детского возраста проявляется жировой 
инфильтрацией почти всех органов, главным образом печени, селезенки, 
костного мозга, лимфатических узлов, и особенно желез внутренной секреции 
и легких. Заболеванию сопутствуют тяжелые симптомы со стороны централь- 
ной нервной системы: полная задержка психического развития, усиление сухо- 
жильных рефлексов, опистотонус, несмотря на это в мозгу не отмечается 
изменений, типичных для остальных органов. Затруднение приема пищи, 
вызванное нервномышечными симптомами, дисфагией, тризмом жеватель- 
ных мышц или спазмом гортани, приводит к истощению и смертельному 
исходу. 

В зрелом возрасте заболевание встречается чаще и протекает легче, без 
симптомов со стороны центральной нервной системы. Кроме типичных ин- 
фильтратов во внутренних органах и часто в костном мозге, единственным 
субъективным симптомом являются приступообразные костные боли с по- 
вышением температуры, как при ревматических болях. Диагноз облегчает 
биопсия костного мозга (клетки СаисВег). 

Болезнь №!етапп-Р1сК является расстройством, при котором отлагается 
главным образом сфингомиелин, без избирательного сродства к ретикуло- 
-эндотелиальной системе. Встречается главным образом в раннем детском 
возрасте и проявляется отсутствием аппетита, рвотой, обезвоживанием 
и воскообразностью кожи, увеличением печени и селезенки. В отличие от 
болезни Саисвег нервно-мышечные симптомы отсутствуют. Заболевание кон- 
чается смертью между первым и вторым годом жизни. До настоящего времени 
оцисаны лишь отдельные случаи заболевания в детском возрасте (86). 

Ввиду того, что за синтез и распад цереброзида и сфингомиелина ответствен- 
на та же ферментная система, считается, что причиной обоих этих заболеваний 
являются неизвестные кинетические расстройства, заключающиеся в пере- 
мещении равновесия реакции в направлении синтеза. Предшественником 8 
обоих соединений, согласно этой гипотезе, является лигноцеринат м : 
толя сфингозина, из которого, путем присоединения глюкозы или ее 
образуются цереброзиды (глюкозные или галактозные), а ая а 
ния фосфохолина — сфингомиелин. Эти взаимоотношения з 


Рисунок 78. овным симпто- 
Ксантоматозы — это группа заболеваний, при рю На 
мом является отложение в разных тканях холестерина. д ей 
и гиперхолестеринемические. К последним относятся прежде м | 
КОЖИ оранжевожелтого цвета и важные с клинической точки зре аи 
эндотелия артерий и эндокарда. Они часто появляются в венечи у. 


и могут привести к закупорке последних. 
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Рис. 78. Отношение сфингозин-лигноцерината к цереброзидам и сфингомиелинам в ноР- 
мальных условиях и при тезаурозах (86). 








Нормоходестеринемический ксантоматоз (болезнь ЗсВИЦег-Сье- 
Пал) отличается от других заболеваний этой трушты прежде всего жировы 


ми 
% изменениями в скелете. Кроме того холестерин может скапливаться в легких 
р и плевре, где рентгенологически дает картину, сходную с милиарным и фиброз- 


ным туберкулезом. Поражение мозговых оболочек и мозга приводит к увели- 
чению внутричерепного давления и экзофтальму. Иногда, в результате пора- 
| жения гипофиза, появляется несахарный диабет. Каки при других тезаурозах, 
холестерин может откладываться также в печени, селезенке, железах внутрен- 
ней секреции и лимфатических Узлах. Однако во всех формах этого заболе- 
| вания уровень холестерина в крови остается нормальным. 
1 | Причина расстройств, проявляющихся отложением холестерина, неизвестна. 
; Принято считать, что имеет место нарушение нормальных взаимоотношений 


аномалии раньше считалось отложение ганглиозидов — соединений, построен- 

ных из нейраминовой кислоты, галактозы, глюкозы, сфингозина и амино- 

| сахарида. Более новые исследования показали, что аминосахиридом ганглио- 

ыы зидов является хондрозамин (аминогалактоза), то есть составная часть хон- 

дроитинсерной кислоты, которая является строительным материалом соедини- 

тельной ткани. Поэтому можно было бы считать, что аномалия эта заклю- 
чается в ферментативном дефекте обмена мукоподисахаридов. 


ГИПЕРЛИПЕМИЯ И ГИПЕРХОЛЕСТЕРИНЕМИЯ 


артериосклеротических изменений. Невозможно провести точной границы 
между ними и ксантоматозом, так как последний может появиться как вто- 
ричный симптом обоих заболеваний. - 
яз) | Гиперлицемия детского возраста с последующим ксантоматозом в боль- 
шинстве случаев проявляется увеличением печени и селезенки. Этих симито- 
| мов обычно не бывает при гицерлицемии у взрослых, которой довольно часто 
| сопутствует незначительная гипергликемия и глюкозурия. Гицердицемия 
касается главным образом простых жиров, при незначительной лишь гиперхо- 
лестеринемии и гиперфосфолицидемии. Увеличенное содержание жиров 
вызывает опалесценцию и помутнение сыворотки, а в электрофоретическом 
спектре дает увеличение 91 › &» и В: глобудиновых фракций, с которыми ком- 
цлексные связи образуют как простые жиры, так и холестерин и фосфоли- 
пиды. ы 
Вопрос вторичного появления артериосклеротических изменений как 
последствия врожденной гиперлипемии все еще остается открытым. Данные, 
полученные до настоящего времени, не свидетельствуют о том, что эта ано- 
малия является причиной частой заболеваемости сосудистой системы (86). 
Гиперхо лестеринемия является расстройством, которому чаще всего 
и сопутствуют артериосклеротические изменения в молодом возрасте (7). 
ровень общего холестерина в крови увеличивается в 2—4 раза, при сохра- 
нении нормального отношения свободного холестерина к этерифицированному. 
Это заболевание наследуется как доминантный признак и вероятно является 
результатом гиперфункции ферментной системы, взаимодействующей с ко- 
ферментом А, ответственным за синтез эндогенного холестерина из ацетатов. 
противоположность гицергликемии, принятый внутрь (экзогенный) холе- 
стерин вызывает лишь незначительный рост уровня этого соединения в крови, 
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ОБМЕН ГЕМОПРОТЕИДОВ 


Врожденные аномалии обмена гемопротеидов касаются как пи 
части, так и белкового компонента этих соединений. Ввиду частоты проявле- 
ния основное место в этой группе заболеваний занимают Расстройства обмена 
гемоглобина. Порочный метаболизм предшественников гема приводит к за- 
болеваниям под общим названием порфирия, а дефекты синтеза белковой 
части приводят к образованию патологических форм гемоглобина и связанных 
с ними аномалиями раннего типа. В результате врожденной блокады окисли- 
тельно-восстановительной системы эритроцитов появляется метгемоглобине- 
мия (гемиглобинемия). Из аномалий обмена цироловых пигментов, производ- 
ных гема, к врожденным ферментопатиям относится расстройство этерифи- 
кации билирубина глюкуроновой кислотой. И наконец к группе расстройств, 
охватывающих неправильный синтез гемопротеидов, относится также врож- 
денная акаталазия. 


гментной 


ОБМЕН ПОРФИРИНОВ 


Исходной субстанцией порфириновых соединений является порфириновый 

› состоящий из четырех пироловых колец, соединенных четырмя мети- 
новыми связями. Порфирины образуются путем замещения атомов водорода 
порфина в положениях 1—8 разными группами (метиловыми, этиловыми, 
виниловыми и так далее). Имеющиеся в человеческом организме порфирины 
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можно считать производными так называемого уропорфирина, то есть таких 
производных порфирина, в которых атомы углерода 1—8 замещены четырмя 
карбоксиметиловыми и четырмя карбоксиэтиловыми группами. В зависимости 
от положения, которое занимают эти группы, могут возникать 4 изомера 
уропорфирина, так же, как синтетические этиопорфирины, то есть метило- 
Этиловые производные порфирина. Нстественные порфирины являются 
с химической точки зрения производными только двух изомерных разновид- 
ностей уропорфирина, так называемого уропорфирина Т и ПТ, причем не 
чественно тип Ш значительно преобладает над тицом Г. Уропорфирин 

является порфирином, в котором атомы водорода в положениях 1, 3, 5, . 
замещены карбоксиметиловыми группами, а в положениях 2, 4, 6, 8 — ны 
боксиэтиловыми группами то есть симметричным соединением, в котором 88 
группы расположены через одну. Уропорфирин 3 построен икра 
водороды в положении 1, 3, 5, 8 замещены карбоксиметиловыми группами, 
а в положении 2, 4, 6, 7 — карбоксиэтиловыми. 9 

При декарбоксилировании карбоксиметиловых групп вместо них возни ыы 

метиловые остатки, а соединения, возникшие в результате этого процесса» 
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носят название копропорфиринов. Аналогично уропо 
порфирин 1 является 1, 3, 5, 7 тетраметил — Е #=- и Ш, копро. 
порфином, а копропорфирин ПТ — 1, 3, 5, 8 тетраметил 2 ;- сил- 
этилкарбоксилпорфином. › “4, 6, 7 тетра- 
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Гем относится к группе так называемых протопорфиринов. Этим термином 
называются порфирины, производные копропорфирина, в которых две 
карбоксиэтиловые группы подверглись окислительному декарбоксилированию 
с образованием на их месте виниловых групп. Таким образом вместо них 
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й сиэтиловые и 2 виниловые группы, 
и имеются 4 метиловые группы, 2 карбок ос о онаеиы 
ео | Что дает возможность образования 15 изомеров. Сре 
0, ыы ТХ имеется в организме. В сочетании 
я | изомеров протопорфиринов только тип ТХ им я 
ий ] с железом, как железопротопорфирин ГХ дает гем, который является просте- 
9 Е г х естественных гемопротеидов 
9 тической груцпой гемоглобина и всех других 
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человеческого организма. Протопорфирин 1Х с химической точки 

можно считать производным копропорфирина ПТ, в котором карбо ыы 
ловые групцы в положении 2 и 4 подверглись окислительному декарбок РЕ 
ванию с образованием на их месте виниловых групп. Он, таким сы 
является 1, 3,5, 8 тетраметил-2,4 дивинил-6,7 дикарбоксиэтилиорфирино 
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Эндогенный синтез порфиринов является сложным процессом и до на- 
стоящего времени точно изучены дишь начальные этапы этих видов обмена 
(31, 32, 64, 66, 77). Исходные субстанции для биосинтеза пироловых соедине- 
ний образуются в так называемом янтарно-глициновом цикле, тесно связанном 
с обменом три- и дикарбоновых кислот (цикл Кребса). Путем конденсации 
молекулы сукцинат-кофермента А, метаболита цикла Кребса, с глицином 
образуется а-амино-В-кетоадипиновая кислота, которая путем дикарбокси- 
лирования переходит в Д-аминолевулиновую кислоту (рисунок 79). 
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Рис. 79. Сукцинат-глициновый цикл. > — направление усиленного обмена при острой 
идиопатической порфирии (?). 


Конденсация двух молекул Д-амино-левулиновой кислоты при соучастии 
специфической дегидратазы (42) приводит к образованию порфобилиногена, 
истинного пиролового предшественника порфиринов (80). Данные относи- 
тельно дальнейшего метаболизма порфобилиногена все еще носят гипотети- 
ческий характер. Вероятный путь этих изменений представлен на рисунке 81. 

Врожденные расстройства синтеза порфиринов приводят к порфирии. 
Различают 3 клинические формы этого заболевания: врожденную порфирию, 
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Рис. 80. Механизм синтеза порфобилиногена путем конденсации двух молекул Д-амино- 
левулиновой кислоты. 
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Врожденная порфирия с клинической точки 
характеризуется повышенной чувствительностью к свету. Этот с 
вызванный так называемым фотодинамическим эффектом 
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Рис. 81. Промежуточные этапы превращения порфобилиногена в гем. Г — направление 
усиленного обмена при врожденной порфирии(?), П — направление усиленного обмена 
при острой идиопатической порфирии(?), Ш — гипотетическая метаболическая блокада 

при острой идиопатической порфирии(?). 


и заключающийся в освобождении гистамина (33), остается у больного в те- 
чение всей жизни и приводит к тяжелым кожным изменениям. Порфирины 
отлагаются в разных тканях (костный мозг, скелет, зубы, кожа), которые 
окрашиваются в краснокоричневый цвет и обладают характерной красной 
флуоресценцией в ультрафиолетовом свете. Также и эритроциты, плазма, 
и увеличенная обычно селезенка содержат большое количество порфиринов» 
а с калом и окрашенной в коричневый цвет мочой выделяются главным ООВ 
зом уро- и копропорфирины Г тица, причем суточное количество этих <ОЕДИЕ 
нений в моче может доходить до 50 мг/сутки (норма — 0,08 мг). С мочой 54 
деляется гораздо больше уропорфиринов, чем копропорфирина, а в кал 


зрения прежде всего 
ИМИТОм, 
порфиринов 








Ка _ 


копропорфирина выделяется гораздо больше. Современные мето, 
шв. порфиринов позволили установить, что наряду ро 


иновых соединений с 4—7 карбоксильными группами. 
Современные сведения о биосинтезе порфиринов позволяют лишь прибли- 
зительно выяснить механизм этого вероятно рецессивно наследуемого заболе_ 
зания. В нормальном костном мозге обмен порфобилиногена в порфирин 
направлен соответствующей ферментной системой, в результате чего обра- 
зуются главным образом порфирины ПТ типа, используемые для синтеза 
темопротеидов и небольшое количество бесполезных порфиринов Т типа, 
удаляемых из организма. При врожденной порфирии продукция порфиринов 
Ттица усидена (до 100 мг в сутки и больше), а ввиду того, что организм со- 
вершенно не метаболизирует их, они откладываются в тканях и выделяются 
с мочой и калом. Поэтому данное расстройство можно интерпретировать как 
расстройство нормального равновесия синтеза обоих типов порфиринов из 
порфобилиногена, то есть мутацией, заключающейся в порочной для организма 
гиперфункции ферментной системы, ответственной за продукцию порфирина 
Т типа. 

Острая идиоцатическая порфирия передается, вероятно, как нецол- 
ностью доминирующий признак, проявляющийся клинически прежде всего 
приступообразными расстройствами со стороны желудочно-кишечного тракта 
(боли в брюшной полости, рвота, запоры). Кроме того, особенно в так назы- 
ваемой подострой форме, могут появляться расстройства со стороны нервной 
системы (невриты, боли кожи, прогрессирующие параличи, эпилептоидальные 
приступы и психические расстройства). Иногда обе формы появляются у одних 
и тех же лиц. Течение заболевания обычно хроническое, а в периодах клини- 
ческой ремиссии между острыми приступами удерживаются лишь биохими- 
ческие изменения. 

Другой патологической составной частью мочи при острой идиопатической 
порфирии является порфобилиноген, выделяемый в количестве до 100 мг/сут- 
ки. Кроме того, встречаются относительно болышие количества -амино- 
левулиновой кислоты (10—15 мг/сутки) и небольшие — уро- и копропорфи- 
рина Ш в виде комплекса с цинком. Моча, в которой основным патологи- 
ческим элементом является порфобилиноген, по окраске не отличается от 
нормальной, но темнеет при стоянии ввиду перехода порфобилиногена в пор- 
фирини краснокоричневый порфобилин. В кислой среде этот процесс происхо- 
дит быстрее. 

Ферментный дефект, вызывающий острую порфирию, легче интерпрети- 
Ровать, чем в случае врожденной порфирии. Выделение большого количества 
порфобилиногена при незначительном увеличении концентрации порфиринов 

типа и отсутствие фотодинамического эффекта заставляют предполагать, 
Что в этом случае имеет место или усиленная продукция порфобилиногена, 
ы затрудненный синтез тетрапиролового ядра. Ввиду того, что при аж 
паболевании имеет место также увеличение количества ры 
м. расстройства могут также заключаться в нарушении р ны 
ду количетсвом этого соединения, использованным для синтеза порфобили 
ыы количеством, подвергающимся дальнейшему обмену, через фазу м 
г. ‘лутарового альдегида. Наконец, последняя гипотеза объясняет это рас 
о Е и, 
и порфобих МИРЫ числе, е равновесия в направ- 
де илиногена. Это состояние вызывает смещение р: = мые 
елены Теа порфиринов типа ПТ, о чем свидетельствует увеличенное вь 
© этих соединений с мочой больных. 
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Смешанная порфирия (рогрйума сшапеа тагаа) 
возрасте и проявляется клиническими (повышенная чув 
приступообразные боли в брюшной полости) и биохим: 


появляется в з 
ствительность к с 
ическими сим 
типичными для врожденной острой порфирии, но гораздо менее интенсивны 
ми. Механизм этого расстройства до настоящего времени соверше - 
выяснен. 


Релом 
вету, 
цтомами, 


НН не 





ПАТОЛОГИЧЕСКИЕ ФОРМЫ ГЕМОГ. ЛОБИНА 


Различные разновидности гемоглобина, за исключением эмбрионального 
гемоглобина Е, вероятно являются продуктами аллеломорфных генов нор- 
мального гемоглобина А. До настоящего времени, кроме физиологических 
форм гемоглобина: А (нормальный гемоглобин), Е (эмбриональный гемоглобин) 
и Р (темоглобин раннего внутриутробного периода), метгемоглобинемии 
и сульфгемоглобинемии, выделено 9 следующих разновидностой (30) с иден- 
тичной простетической группой и молекулярным весом, и лишь незначи- 
тельно измененным составом аминокислот. Зато отдельные разновидности 
гемоглобина обладают различными физикохимическими свойствами: электро- 
форетической подвижностью, резистентностью к денатурирующему действию 
щелочей и редукции Ма,$.0,, растворимостью редуцированной формы и кри- 
вой диссоциации кислорода. Считается что в этиологии появления патологи- 
ческих форм гемоглобина играет роль извращение синтеза белковой части, 
вызванное изменением матрицы нуклеиновых кислот, на которой „размно- 
жается“ соответственная ферментная система. Это приводит к продукции 
глобинов, в которых одни аминокислоты замещают другие, имеющиеся в нор- 
мальном глобине, или же изменяется их нормальная цоследовательность 
в пептидной цепи. Разные формы гемоглобина связаны с проявлением различ- 
ных форм анемии. 

Серцовидноклеточная анемия. При этом заболевании, наследуемом 
но рецессивному признаку, гемоглобин $, который имеется вместо нормального 
гемоглобина А, отличается от последнего электрофоретической подвиж- 
ностью (69) и наличием валина вместо глутаминовой кислоты (52). Это незна- 
чительное изменение состава аминокислот приводит к тому, что гемоглобин $ 
отличается от гемоглобина А (Таблица 19). Пониженная растворимость 


Таблица 19 


Физикохимические свойства нормального гемоглобина (НЬ А), эмбрионального 
гемоглобина (НЬ Е), и гемоглобина при серповидноклеточной анемии (НЬ $5) (со- 








гласно 23) 
Вид Электрофорети- 
Денатурация| ческая подвиж- |Изоэлектри-| Растворимость Кривая 

гемогло- 0. 

. щелочами ность Хх 10-5 ческая норма! редуцир. НЬ | диссоциации О» 

см? /вольт/сек. 

НБА не устойчив 2,4 6,87 большая нормальная и 
НЕ устойчив 2,4 7,00 ббльшая, чем А | патологическ: 
НЬ $ не устойчив 2,9 7,09 очень малая | нормальная 


НЬ$ и кристаллизация редуцированной формы его в эритроцитах о еретч 
причиной появления серповидности последних. Эта аномалия не влечет : 
собой расстройства ферментных систем в эритроцитах, но приводит к Ум р 
шению проницаемости эритроцитов по отношению к фосфатам и фо 
эфирам. Такое состояние приводит к торможению метаболических процес Ня 
и снижению резистентности эритроцитов к гемолизирующим фактор 
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50 Нез" 
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Анемия Кули (средиземноморская анемия, 
кули (гйааззаета ттот) протекают, как и сер 
снижением осмотической резистентности и сокр 
эритроцитов. При этих заболеваниях в эритроц 
нального гемоглобина Е. то тип гемоглобина в эритроцитах здоровых ново- 
рожденных составляет 80% всего гемоглобина. В течение первых месяцев 
жизни гемоглобин типа А замещает гемоглобин типа Е так, что у 4 месячного 
ребенка НЫЕ составляет всего 10%, а У годовалого ребенка имеются лишь 
следы (0,3—0,4%) эмбрионального гемоглобина. Как при гемозиготной форме 
анемии с тяжелым течением и плохим прогнозом, так и при гетерозиготной 
форме (йайаззаетйа тот) вероятно не угасает полностью активность фер- 
мента, ответственного за продукцию щелочноустойчивого НЬЕ. Однако 
анемия и диатез Кули вероятно вызваны не геном, ответственным за синтез 
разных видов гемоглобина, а каким-то другим геном. Механизм появления 
НЬЕ при этих заболеваниях объясняется вторичным действием гена анемии 
на синтез нормального гемоглобина НЬ А, а в результате физиологической 


компенсации у взрослого человека вырабатывается эмбриональный гемогло- 
бин. 


тра5заета тауог) 
повидноклеточная анемия, со 


ащением длительности Жизни 


итах имеется до 40% эмбрио- 


И диатез 


МЕТГЕМОГЛОБИНЕМИЯ 


Эта патология наследуется вероятно по рецессивному типу и заклю- 
чается в наличии в эритроцитах метгемоглобина в количествах, доходящих 
до 45% всего гемоглобина. Эритроциты здорового человека содержат при- 
мерно 0,1—1,0% этого пигмента, а равновесие Но= а контролирует 

(Бе++) (Ее 
ферментная система, редуцирующая метгемоглобин в эритроците (рисунок 82). 
Редукция метгемоглобина зависит от редуцированного НАД.Нь, причем 


'Триозофосфат 
(лактатдегидрогеназа) 


аи 


НАД. Н, НАД 






Окисленная (Окисленная липоамид- 


Редуцированна а 1 
р ная диафораза диафораза дегидрогеназа) 


(Редуцированная липоамид- 
Дегидрогеназа) 


Гемоглобин Метгемоглобин , 
Рис, 82. Система, редуцирующая метгемоглобин в ЕЕ ан и метаболи: 
ческая ее блокада при врожденной метгемогл мии 
ется 
Ферментом, посредничающим между НАД и ее, рае 
Диафораза (липоамиддегидрогеназа). Врожденная метгемогл мия 

<зким снижением активности этого фермента. е случаев оно не вызы- 

Течение болезни доброкачественное- В болыьшинств ие к 
тает жалоб больного и кроме цианоза не дает других клини рен ито 
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Иногда появляется одышка при физической нагрузке (4узрпое 
торной полицитемией. Кривая диссоциации оксигемоглобина смещена влево 
что значит, что при данном парциальном давлении кислорода, отщепление 
его от оксигемоглобина в смеси с метгемоглобином происходит с больши; 
трудом, чем в растворах одного оксигемоглобина. [ 

Больные обычно хоропто реагируют на лечение болышими дозами аскорби- 
новой кислоты (до 500 мг в сутки) и метиленовой синькой. 


) с компенса- 





ОБМЕН ЖЕЛЧНЫХ ПИГМЕНТОВ 


Билирубин, возникающий в ретикуло-эндотелиальной системе, 


переме- 
щается с белками крови в свободном состоянии в печеночные клетки, где 
основным направлением его обмена является соединение с глюкуроновой 


кислотой. В этом виде билирубин выделяется с желчью, или, при трудностях 
в оттоке желчи, попадает в кровь и мочу. Соединение билирубина с глюкуро- 
новой кислотой изменяет физико-химические свойства этого пигмента 
и прежде всего растворимость. Из соединения, которое в свободном состоянии 
цереходит в раствор только в органических растворителях, оно превращается 
в соединение, растворимое в воде. В этом процессе билирубин соединяется 
с глюкуроновой кислотой путем карбоксильной группы, причем глюкуроновая 
кислота может заменить один или оба атома водорода свободных карбоксиль- 
ных групи (пигмент Ги П) (19, 73). 


това соо, 
СН, ая `ОАЯ СН, 





соо, 
н, сн, 
с Сен, 
о 
Н 


О=О) 


МЕМ-СЬн-—$0,Н 


Н, 
ен те 

м 
Структурные формулы билирубина и диазопиролового пигмента 


Если В. и Е, являются атомами водорода, то тетрапироловая пистоа 
является свободным билирубином. В этом случае в реакции с ны еси 
сульфоновой кислотой образуются две молекулы аи 
диазоциролового пигмента (пигмент А). Если В, или В, обозначают Бет - 
новую кислоту, то тетрапироловое соединение является Еее — 
билирубина (пигмент Г), из которого при диазореакции образуется одн: = 
лекула пигмента А и одна молекула пигмента В, то есть ро ке 
В том случае, когда В, и В, являются молекулами глюкуроновой ки = г 
образовавшееся соединение является билирубиндиглюкуронатом корее @) 
При реакции Ван ден Берга из него образуются две молекулы пигмент 
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Физикохимические различия между свободным билирубином и глюк 
натом билирубина. являются также причиной проявления так налывааной 
| прямой и непрямой реакции Ван ден Берга. Нерастворимый в воде свободный 
УЖ. билирубин дает с п-диазобензо-сульфоновым реактивом непрямую реакцию 
у с образованием так называемого пигмента А, а глюкуронат билирубина дает 
прямую реакцию с образованием пигмента В (18, 20, 70, 71, 85). Механизм 
преобразований, приводящих к образованию глюкуроната бил 


ирубина, являет- 
ся комплексным циклом, течение которого иллюстрирует рисунок 83 25 №). 





АТФ Глюкоза 
Гексокиназа 
АДФ Глюкозо-6-фосфат 
ЯН | Фосфоглюкомутаза 
тетя Тлюкозо-1-фосфат Уридин- 
Новая трифосфат АДФ 


‘СИЛЬ- УДФ-трансфераза 


НАД Глюкозо-уридиндифосфат РР 
УдФ-дегидрогеназа 


и Тлюкуроновый 
НАД. Н, уридиндифосфат Билирубин 
УДФ-глюкуронил- 
трансфераза Глюкурон- 
трансфераза 





Билирубин- Уридиндифосфат АТФ 
глюкуронат 


Рис. 83. Вероятный механизм соединения билирубина с глюкуроновой кислотой и фер- 
ментная блокада при болезни СИБеге. 


Болезнь СИЪеге является единственным врожденным фержениныйх 
расстройством при преобращении желчных пигментов в глюкуронат ых 
| бина. Эта аномалия проявляется периодической желтухой с ростом = ы 
| свободного билирубина в плазме, дающего непрямую реакцию Ван ден Бер в 
Механизм этого нетяжелого осложнения заключается в а Ею 
наттрансферазы (УДФ-глюкуронаттрансферазь), переносякие соо ть 
кислоту с уридин-дифосфо-глюкуроната на свободны ие ыирбсвивх 
Снижение активности этого фермента, который обычно име за растворимого 
цеченочных клеток, влечет за собой потерю способности синте 


ей В воде глюкуроната билирубина. 


и | АКАТАЛАЗИЯ 
омалии невозможно окончательно 


Механизм наследования этой редкой ан оящего времени случаев. Клини- 


установить на основании описанных до Ее ми язвами в ротовой полости, 
чески акаталазия проявляется некротиче 


: хватывая кости. Удале- 
и | особенно в области десен, которые ВВ Игьньления аа 
у’ НИЕ зубов задерживает патологический процесс к каталазы, разлагающей 

р 9болочки, ротовой полости объясняются отсутствием 5 
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Н.О., образуемой имеющимися на слизистой оболочке стрептококками. 
При отсутствии каталазы перекись водорода через мелкие повреждения сли_ 
зистой оболочки попадает в кровь и окисляет гемоглобин, который в резуль- 
тате этого теряет способность к переносу кислорода. В этих условиях наступает 
некроз тканей и дальнейшее развитие на некротических тканях бактериальной 
флоры. В случаях акаталазии установлено, что каталазы нет в крови, костном 
мозге, печени, и мышщах (57). Вероятно все ткани лишены этого фермента. 


ПУРИНОВЫЙ ОБМЕН 


Ферментные дефекты пуринового обмена касаются метаболизма мочевой 
кислоты. Это соединение является окончательным продуктом окисления 
пуриновых оснований и независимо от этого синтезируется эндогенно из гли- 
цина, аммиака, муравьиной кислоты и двуокиси углерода. Суточная про- 
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Рис. 84. Обмен пуриновых оснований и метаболическая блокада при ксантинурии. 
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мочевой кислоты равна примерно 600 мг, из них примерно 100 мг 
образуется в процессе обмена пуриновых оснований, остальная часть — в про- 
цессе эндогенного синтеза. На пути обмена от пуриновых оснований до мо- 
зевой кислоты единственной врожденной аномалией является так называемая 
ксантинурия. Усиленный синтез мочевой кислоты из непуриновых источников 
приводит к расстройству, известному под названием гиперурикемии. 
Ксантинурия — очень редкая врожденная аномалия. Заключается она 
вероятно в угасании функции ксантиноксидазы, катализирующей окисление 
ксантина до мочевой кислоты (рисунок 84). Результатом этого расстройства 
является торможение процесса окисления пуриновых основании на уровне 
ксантина, который выделяется с мочой. Ксантин еще более трудно растворим, 
чем мочевая кислота, поэтому дело легко доходит до образования почечных 
камней. Ввиду того, что этой аномалии не сопутствует гиперксантинемия, 
возможно, что заболевание заключается в избирательной проницаемости почек 
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Рис. 85. Предшественники мочевой кислоты в эндогенном синтезе. 


для ксантина, а не в блокаде ксантиноксидазы. Согласно этому предположе- 
нию ксантин так быстро удаляется почками, что не успевает окисляться 
в печени (27). 

Гицерурикемия — аномалия, наследуемая вероятно как доминирующий 
аутосомный признак. Проявляется она увеличением уровня мочевой кислоты 
в крови, который превьшает 6 мг%. Механизм расстройства заключается 
в усилении синтеза мочевой кислоты из его непуриновых предшественников 
(рисунок 85). 

Такое состояние может послужить причиной подагры (мочекислого артрита). 
Хотя многие случаи заболевания протекают без отложения мочевой кислоты, 
последняя является главным этиологическим фактором „первичного мо- 
чекислого артрита“. Мужчины гораздо чаще страдают этой патологией, чем 
женщины. Причина этого явления неизвестна. Предположения о том, что 
существует корреляция между сниженным уровнем 17-кетостероидов и появ- 
лением приступов подагры (91) не подтвердились в более поздних исследо- 
ваниях (22). Совершенно неизвестен механизм появления симптомов по- 
Дагрических приступов а также факторов» приводящих к переходу от бессимп- 
томно протекающей гицерурикемии в клиническую форму подагры. Воз- 
можно, однако, что у истоков обоих расстройств лежит тот же самый генети- 

ческий дефект, а появление клинических форм подагры, которым пред- 
шествовала гиперурикемия, вызвано неизвестными до настоящего времени 
Экзогенными факторами. 
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ДРУГИЕ РЕДКИЕ ФЕРМЕНТОПАТИИ 


Гипофосфатазия является расстройством, заключающимся 
снижении или полном выпадении активности щелочной фосфатазы 
и во всех органах организма. Уровень фосфатов в плазме обычно 
нормальным но среди этерифицированных фосфатных фракций имее 
коламинфосфат, который не встречается у здоровых и при других аа, 
ниях (37). Уровень кальция обычно повышен. Клинически ОДЕНЬ 
проявляется вскоре после рождения тяжелыми симптомами рахита, — 
шенно неподдающимися лечению витамином О. Преходящего улучшения 
рахитических симптомов можно добиться, применяя очень большие дозы 
кортизона (38). Это заболевание всегда кончается смертельным исходом 

Оксалоз. Источником эндогенно образующейся щавелевой КИСЛОТЫ 
в организме человека является прежде всего глицин, из которого она может 
образовываться на пути обмена, представленном на рисунке 86. 
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Рис. 86. Пути превращения глицина в муравьиную и щавелевую кислоту и метаболи- 
ческая блокада этого процесса при врожденном оксалозе. 


В физиологических условиях окисление глиоксаловой кислоты приводит 
обычно к образованию муравьиной кислоты и СО,. В случае оксалоза это 
направление метаболизма вероятно блокируется и глиоксаловая кислота 
окисляется исключительно до щавелевой кислоты. Вырабатывающаяся 
в избыточном количестве щавелевая кислота отлагается в разных органах 
в виде оксалата кальция. Может произойти закупорка почечных канальцев, 
что в свою очередь влечет за собой затруднение выделения мочи. Заболе- 
вание кончается смертельным исходом при симптомах уремии. 

Гиперфосфатурия клинически проявляется рахитическими симито- 
мами, как и при гипофосфатазии, не поддающимися лечению витамином В. 
Причиной заболевания является расстройство реабсорбции фосфатов из 
почечных канальцев, в результате чего уровень этих соединений в моче 
очень высок, а в крови снижен. 

На основании малочисленных сообщений невозможно установить механизм 
этих очень редко встречающихся ферментопатий. 
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ВВЕДЕНИЕ 


Попытки применения ферментов с терацевтической целью производились 
уже давно. Еще в УТ веке пытались ускорить заживление изъязвлений при 
помощи желудочного сока. Вскоре после того, как Шванн открыл цепсин, 
он был использован в 1834 г при лечении дисцецсии, а затем применен для 
местного лечения гнойников и трудно заживающих изъязвлений. К прошлому 
веку относятся первые сообщения о терацевтическом применении других 
протеолитических ферментов, как пацаина и трипсина. Уже издавна произво- 
дились попытки терации некоторых заболеваний желудочнокишечного тракта 
экстрактами поджелудочной железы, содержащими цищеварительные фер- 
менты. Однако лишь в последнем десятилетии ферментотерация нашла более 
широкое применение. Несомненно, этому способствовали достижения био- 
химии в выделении и очистке ферментов, а также в изучении условий их 
оптимального действия. Возможно, что относительно небольшое время 
применения ферментов в терапевтических целях является причиной того, 
что критическая оценка достигнутых результатов встречается с труднос- 
тями. 

Ферменты как правило применяются в качестве вспомогательных средств, 
чаще всего параллельно с другими лекарственными препаратами. Ввиду 
того, что в большинстве статей не приведены результаты в соответственно 
подобранной контрольной группе, выводы авторов иногда приходится брать 
под сомнение. С другой стороны появляются предостерегающие голоса 
преимущественно в связи с осложнениями, часть которых можно отнести за 
счет использования недостаточно очищенных ферментов. Поэтому следует 
относиться с осторожностью как к оптимистическим голосам, так и к песси- 
мистическим, встречающимся в медицинской литературе. 

Огромное большинство биохимических процессов происходит внутри 
клеток, куда экзогенные ферменты, как крупномолекулярные соединения, 
не имеют доступа. Это приводит к тому, что ферментотерация имеет ограни- 
ченное применение. Кроме заместительной терации при некоторых заболе- 
ваниях желудочно-кишечного тракта, ферменты нашли применение для 
Удаления некротических тканей, растворения скоплений фибрина в полостях 
тела и даже кровеносных сосудах, разжижения отделяемого а также для 
облегчения проникновения лекарственных веществ через межклеточную 
субстанцию. Новейшие данные не подтверждают правильности результатов 
более старых исследований о проникании введенного внутривенно цитохрома С 
внутрь клеток, а эффективность этого лекарства взята под сомнение. На 
внутриклеточные биохимические процессы мы можем оказать влияние путем 
применения низкомолекулярных субстанций, являющихся предшественни- 
ками активных групп ферментов, или их антагонистами, или же обладающих 
свойствами активаторов или ингибиторов ферментов. 


$0* 
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Выделение витаминов, установление связи между дефицитом их и некото- 
рыми заболеваниями, а также обнаружение участия их в некоторых фермента- 
тивных процессах в качестве коферментов, послужило основанием для ви- 
таминотерапии. В настоящее время широко применяются большие Дозы ви- 
таминов при различных заболеваниях, которые не связаны с их дефицитом, 
даже если учитывать возможность значительного различия в цотреб- 
ности в витаминах при различных патологических состояниях, что нам 
кажется не совсем обоснованным. Доставка избыточного количества пред- 
шественников ферментов не стимулирует организм к усиленной их про- 
дукции. 

С терапевтической целью используются также антиметаболиты некоторых 
витаминов, то есть антивитамины. Здесь прежде всего следует назвать анта- 
гонист витамина К, дикумарол, а также его производные, которые нашли 
применение в лечении внутрисосудистых тромбозов. Аминоцтерин, антагонист 
фолиевой кислоты, затрудняет синтез цуриновых и пиримидоновых осно- 
ваний, и таким образом тормозит размножение опухолевых клеток. В практике 
аминоптерин приобрел определенное значение в лечении некоторых форм 
лейкозов. Производились попытки использования в терапии новообразо- 
ваний антагонистов пироксина: 4-дезоксициридоксина. Этот препарат, однако, 
давал серьезные побочные симптомы и поэтому не нашел более широкого 
применения в практике. Случайно обнаружено, что сульфонамиды обладают 
антивитаминными свойствами (по отношению к царааминобензойной кислоте, 
фактору, необходимому для роста многих бактерий). "Также лекарственные 
препараты, применяемые для лечения малярии, оказались антагонистами 
витамина В». Однако неизвестно, зависит ли лечебный эффект в этих случаях 
от конкуренционного вытеснения рибофлавина; другие антиметаболиты этого 
витамина не обладают противмалярийным действием. АБаегра!ев считает, 
что имеются данные для предположения, что поиски антивитаминов как 
бактериостатических препаратов могут в будущем увенчаться успехом. В пользу 
такого вывода говорят обнаруживаемое иногда значительное своеобразие 
в обмене веществ у микроорганизмов, а также различия в проницаемости 
клеточных оболочек, как и вообще большая чувствительность одноклеточных 
организмов к вредным факторам. Зато этот автор не ожидает, чтобы анти- 
метаболиты сыграли значительную роль в лечении новообразований, так как 
в свете современных представлений не существует принцицального раз- 
личия между ферментативными процессами в нормальной и опухолевой 
клетке. 

Исследования последних лет механизма действия многих лекарственных 
препаратов, уже давно применяемых в практике, цоказали, что они оказы- 
вают влияние на активность ферментативных процессов. Примером могут 
служить наркотики. Они относятся преимущественно к субстанциям, раство- 
римым в липидах, с чем раньше связывали их фармакологическое действие. 
В настоящее время пробуют объяснить их влияние торможением тканевых 
окислительных процессов и связанных с ними процессов фосфорилирования. 
К препаратам, разобщающим процессы фосфорилирования от окисления 
относят, например, салицилаты, динитрофенол, дикумарол. Препараты, 
возбуждающие холинергические окончания вегетативной нервной сис- 
темы — простигмин и физостигмин — относятся к ингибиторам холинэс- 
теразы. 

Поцытки повлиять на патологический процесс путем применения ингиби- 
торов или активаторов ферментов содействовали обогащению арсенала ле- 
карственных веществ, которым мы в настоящее время пользуемся в практике. 
Мы считаем, что дальнейшее изучение действия лекарственных препаратов 
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м. на ферментативные процессы облегчит в будущем как 
м, применение, так и фармакологические исследования. Мо 
м. огромное большинство лекарств оказывает влияние путем воздействия на 
эм, процессы обмена, катализируемые ферментами. В главе о ферментотерации 


\. будут рассмотрены лишь те препараты, терапевтический эффект которых 
а тесно связан с ферментативным пунктом их воздействия. 


целесообразное их 
эжно ожидать, что 


ЗАМЕСТИТЕЛЬНАЯ ТЕРАПИЯ ПРИ ЗАБОЛЕВАНИЯХ 
ых ЖЕЛУДОЧНО-КИШЕЧНОГО ТРАКТА 


В терации некоторых заболеваний жжелудочно-кишечного тракта уже давно 
широко применяется пецсин и ферменты поджелудочной железы и прежде 
всего трипсин. 

Пецсин преимущественно применяется в сочетании с соляной кислотой 
ри при пониженной кислотности желудочного сока и снижении его продукции. 

Для проявления протеолитической активности цепсина необходима кислая 
Ко, реакция желудочного содержимого. Пепсин, как и другие пищеварительные 


ого ферменты, выделяется обычно с болышим избытком, поэтому уменьшение 
ит переваривающей способности желудочного сока при снижении его кислотности 
уе, чаще всего является результатом недостаточной продукции свободной соляной 
тые кислоты. Основное значение при лечении этих состояний имеет стимуляция 
ми обкладочных клеток к выделению НС/, а применение цепсина имеет скорее 
ях второстепенное значение. При ахилии, когда следует считаться как с дефици- 
о том свободной соляной кислоты, так и пепсина, обоснованным является 
т применение этих обоих препаратов. Неудача в лечении может зависеть от 
ы недостаточной активности применяемых препаратов, а также от того, что 
— нелегко добиться соответствующий кислотности желудочного содержимого. 
28 Панкреатические ферменты легко подвергаются инактивации при сопри- 


косновении с соляной кислотой желудочного сока. Мы считаем, что приме- 
: няемые с терапевтической целью ферменты в значительной степени инакти- 
вируются еще перед тем, как они попадут в просвет тонкого кишечника. 
Применение капсул, которые растворяются лишь в двенадцатицерстной 
кишке, вызывает опасение, что они не растворятся в результате секреторной 
недостаточности поджелудочной железы. 


ТРИПСИН 


Трипсин является одним из ферментов, наиболее давно применяемых 

в терапии. Выделяемый поджелудочной железой как неактивный трипси- 

ноген, он активируется в кишечнике под влиянием энтерокиназы. Он отно- 

сится к эндопептидазам и расщепляет цептидные связи, образованные кар- 

! боксильной группой щелочных аминокислот. Оптимум его действия прихо- 

дится при рН 8,0—9,0. Этот фермент не обладает антигенными свойствами. 

терапии используется его протеолитическое действие, а также случайно 
обнаруженное противовоспалительное действие. 

Местно трипсин применяется в буферных растворах соответствующего рН- 

тот фермент приводит к более быстрому очищению ран от некротических 

и тканей и гноя, живые же клетки не поддаются его действию. В последнее 

время особенно при лечении гнойных процессов, трипсин применяют одновре- 

менно с антибиотиками. Многие авторы сообщают об успешном лечении трип- 
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чением кратковременных локальных болей. Умеренные локальные боли 


сином варикозных язв голеней (6), пролежней, гнойников, цанарициев 
трудно заживающих гнойных и туберкулезных свищей, ожогов Пи Ш Е 
‚ Пени, а также хронического остеомиелита (3). 'Трипсин пробовали применять 
также местно при некоторых ларингологических заболеваниях (дифтерия, 
ангина, гнойное воспаление придаточных пазух носа), а также стоматологи- 
ческих (пародонтоз). 
Этот фермент оказался эффективным при лечении гемоторакса и эмпиемы 
плевральной полости. Многие авторы считают, что трипсин действует сильнее, 
чем активированный стрептокиназой плазмин. Внутриплевральному введению 
трипсина могут сопутствовать побочные явления: головные боли, повышение 
температуры, рвоты. Очень важно опорожнять полости после растворения 
трипсином их содержимого (черэз 8—10 часов после введения препарата) (1). 
При заболеваниях дыхательных путей трипсин применяется в виде аэро- 
золей. Показаниями к этому способу лечения являются: бронхоэктазы, абсцессы 
легких, гнойное воспаление придаточных пазух носа, кагары дыхательных 
путей, а прежде всего бронхиты. Трипсин, разжижая густое отделяемое, 
облегчает очищение бронхиального дерева и абсцессов легких от патологи“ 
ческого содержимого (3). 

Попытки внутривенного применения трипсина для растворения внутри- 
сосудистых тромбов оказались безрезультатными. При этом обнаружено 
противовоспалительное действие этого фермента, чем объясняются положи- 
тельные результаты при лечении тромбофлебитов (4). Согласно некоторым 
авторам трипсин при этом заболевании дает лучшие результаты, чем анти- 
коагулянты (уменынение легочных тромбозов, 1). Противовоспалительное 
действие трипсина в настоящее время используется путем применения его 
при ряде других заболеваний. Установлено также, что общее применение 
этого фермента усиливает местное действие трипсина, например, при лечении 
гнойников, и может заменить ферментные ингаляции при заболеваниях ды- 
хательных путей. : 

Внутривенное введение, которому могут сопутствовать серьезные осложне- 
ния, вначале были вытеснены внутримьшшечным введением трипсина. В по- 
следнее время все чаще применяют трипсин в виде таблеток, растворимых 
в полости рта (откуда он всасывается в кровяное русло, 5, 7), или капсул, 
нерастворимых в желудочном соке (7). 

Попытки применения трипсина при язвенной болезни, язвенном колите, 
инфекциях мочевых путей не дали удовлетворительного результата, или же 
сообщения о полученных результатах противоречивы. 

При местном применении трипсина осложнений не наблюдалось, за исклю- 



























сопутствуют также внутримышечным инъекциям. Таблетки, растворяю- 
щиеся в ротовой полости, кроме болей могут вызвать изъязвления слизистой 
оболочки рта. Выше мы уже указывали, что иногда появляются общие 
токсические реакции при лечении трипсином гемо- и пиотораксов. Ингаля- 
циям также могут сопутствовать побочные явления: головные боли, повы- 
шение температуры, приступы острой одышки у астматиков. При внутри- 
венном введении трипсина иногда наступают приливы крови к голове (па5й). 
Следует также считаться с возможностью образования внутрисосудистых 
тромбов и анафилактических реакций после внутривенного введения 
фермента. 

Противопоказанием к ингаляциям являются состояния после перенесенных 
недавно легочных кровотечений и тяжелая одышка. Ферменты нельзя вво- 
дить внутривенно при геморрагическом диатезе и недостаточности крово- 
обращения. 
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а-ХИМОТРИПСИН 


Химотрипсин является второй, наряду с трицсином, эндоцецтидазой 
вырабатываемой поджелудочной железой. Выделяется он в неактивной 
форме и активируется трицсином. Оптимум действия находится при РН 8,0. 
Однако химотринсин более стоек в кислой среде, чем трицсин. Химотринцсин 
гидролизует связи ароматических аминокислот. 

В терапевтических целях используются как его протеолитические, так 
и противовоспалительные свойства. Химотринсин применяется для очище- 
ния ран, особенно некротических и гнойных, при лечении гемо- и пиотораксов. 
Применяется также в виде аэрозолей при заболеваниях дыхательных путей. 
Противовоспадительные свойства химотрицсина пытались использовать преж- 
де всего в пластической хирургии. Фермент вероятно уменьшает отеки и кро- 
воизлияния в области раны, облегчает приживление трансплантатов и уско- 
ряет образование рубца (1). Некоторые авторы, однако, не наблюдали такого 
действия этого фермента (2). Химотринсин приводит также к уменьшению 
болей при „рематиииз фитето-зсарщат5“ (4). 

Химотрипсин вызывает болышой интерес у окулистов. Случайно обнару- 
женное растворение связки хрусталика после введения фермента в переднюю 
камеру глаза, используется при операции по поводу катаракты. Благодаря 
„ферментному зонулолизу“ удается удалять хрусталик внутри сумки, избегая 
разрыва ее и вытекания стекловидного тела (3, 4). 


ЛИТЕРАТУРА 
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ТРОМБИН 


Действие тромбина используется с терапевтической целью не 
применении фермента. Он оказался полезным Е в ей охирургии 
кровотечений во время операций и послеоперационных. о вх крово- 
тромбин применяется при повреждении менингеальных синусов, 


течениях из опухолевой ткани или сосуда» которого = а 
Положительные результаты получены при печи а 
мэктомии, а также при некоторых операциях на и га" 
О ИОВ И к кто же фибриногена сгусток 
мендуется создать при помощи тромбина и раствор 


внутри почечной лоханки (3). о при желудоч- 
› применяя его местно пр: лу, 


бин 
Пытались также использовать поонееРАЕ из варикозно расширенных вен 


ных кровотечениях (1, 4), кровотеч стого кишечника. Кислая реакция же- 
пищевода и при кровотечениях из тол тромбина, поэтому при 


епаратов 
лудочного сока приводит к инактивации О РЕНЕР 
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лечении кровотечений из желудка и двенадцатиперстной кишки его дают 
вместе с буферными смесями или в молоке. При легочных кровотечениях 
тромбин применяется в виде аэрозолей для ингаляций (2). 

Применение фибриновых пленок, образующихся при смешивании капли 
плазмы с тромбином, дает хорошие результаты при лечении конъюнктивитов 
и кератитов. Также и при ожогах Пи степени применение тромбина на- 
ряду с сульфонамидами ускоряет заживление ран. Наконец, следует также 
напомнить о попытках лечения туберкулезных каверн путем „пломбирования“ 
их при помощи сгустка, образующегося после местного применения тромбина. 
Одновременно местно вводят хемотерапевтические препараты. 
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ПЛАЗМИН 


Исследования по применению плазмина с терацевтической целью начались 
после того, как Те! и ЗВеггу (34) заметили, что стрептокиназа, примененная 
внутриплеврально, активирует естественный фибринолиз, а также обладает 
способностью растворять сгустки крови в плевральной полости. В дальнейшем 
фибрино- и коагулолитическая терапия стала применяться для борьбы с тромб- 
эмбодическими заболеваниями у человека (3, 6, 8, 31). 


Схема плазминогенеза 


1. Эндогенные активаторы, по- -- Плазминоген 
являющиеся в результате анемии, 
физической нагрузки, введения пи- 
рогенных средств, ацетилхолина 
и никотиновой кислоты (Тормозят также актива- 


цию плазминогена) 





2. Естественный активатор Уреаза 


3. Экзогенные активаторы (стреп- 
токиназа, стафилокиназа, трипсин 
и так далее) 


У 
Плазмин < Экзогенные ингибиторы 
плазмина (=-аминокапро- 
| новая кислота и др.) 


Естественные ингибиторы 
плазмина 


Фибрин 


} 


Ингибиторы тромбиногенеза <—_— Растворимые полипептиды 


Для лучшего понимания механизмов, обусловливающих образование 
и действие плазмина, следует познакомиться с приведенной схемой плазми- 
ногенеза (5, 13, 18, 20, 25, 28). 

Плазмин может образоваться подвдиянием действия эндогенных активаторов 
на плазминоген. Освобождение этих активаторов из тканей можно спровоциро- 
вать такими факторами, как физическая нагрузка, анемизация тканей, та 
риальные цирогены, ацетилхолин, адреналин, и никотиновая кислота (11, 15, 
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2,30, 36). За исключением печени и плат 
ы 


центы, актиЕ 
кстрагировать ночти из всех тканей и 


экскрем. о 


з естно. Особого 
г. естественный активатор цлазминогена в моче — у 


будетниже, при изложении способов активации Цлазм 

Среди экзогенных активаторов плазминогена Следует в первую с 
назвать хорошо изученную стрептокиназу. Активация цлазминогена в п 
является протеолитическим процессом. Образующийся лаз 
протеолитическим ферментом по отношению к целому 
ноген, фибрин» фактор У, казеин, желатин и др.). Это 
не СРЕДЕ делает сходным его с трипсином, ко- 
торый обладает более сильным протеолитическим действием, чем плаз 

В физиологических условиях, образующийся под вль 
факторов плазмин, немедленно инактивируется антицлазмином, содержа- 
щимся в большом количестве в крови. Количество антицлазмина в плазме 
так велико, что превосходит даже количество, которое было бы необходимо 
для инактивации плазмина, образовавшегося из всего имеющегося в крови 
плазминогена (29). 

Сильным ингибитором как процесса активации плазминогена, так и самого 
плазмина, является г-аминокапроновая кислота (1, 4). Плазмин, действуя 
на фибрин, разлагает его на полипептиды, обладающие резкими антитромби- 
новыми свойствами (24). Поэтому повышенная активность плазмина может 
являться причиной геморрагического диатеза. Если плазмин лишен сцецифи- 
ческого действия по отношению к определенному соединению (разлагает 
в одинаковой стецени фибрин, фибриноген, фактор У и так далее), и с другой 
стороны антифибринолитическая активность плазмы делает невозможным 
проявление его фибрино- и тромболитического действия, то возникает вопрос, 
является ли вообще обоснованной активация эндогенной тромболитической 
системы. = 

Однако такая терапия возможна, и это вытекает из клинических наблю- 
дений и экспериментальных данных. Оказалось, что одним пт 
свойств плазминогена является его сильное сродство как к се ан 
так и к фибрину (5, 13, 25). В сгустке, образующимся ва оч 
центрации плазминогена доходят до очень высокой степени — о ва 
абсорбции его на фибриновой сетке. Освобождение под врея а ЕВА 
факторов эндогенного активатора плазмина обусловливает Нара образо- 
фермента не только в крови, но и прежде всего в 8 квации сгустка, 
вавшийся в крови, не имеет большого значения Для г -ь их. 
так как подвергается быстрой инактивации циркулиру = поете мнаенаево- 
Существенное значение для растворения сгустка Ра илазминогена и увели- 
бождение из сосудистой стенки эндогенного икс едний проникает отно- 
чение его количества в циркулирующей крови. реья сгустка, активируя 
сительно легко (в отличие от ингибитора плазмина) ноет итоге приводит 
«дсорбированный  плазминоген в плазжин» что ® тромболитическое лечение 
к растворению сгустка. Из этого вытекает, что 


может пойти в трех направлениях: атора плазминогена; 
а) по пути освобождения эндогенного актив еее 
6) по пути введения в кровяное русло мания: ‚2 
О ведения в-кровяное русло-актиаятот ри из тканей чая 
Освобождение эндогенного активатора 2" е всего с этой целью при’ 

при помощи факторов, указанных в схеме. 9 1, 15, 16, 

няются бактериальные пирогенные вещества \>› 


введен 
- сопутствующие 
33, 35, 36). Неприятные субъективные симптомы, 473 


21, 


О 9! 
ре о точное место их возникновения неизв 


аторы пла миногена 
) изма (2, 29). 
внима 

реаза 
иногена с ле 











МИН 
плазмин является 
ряду белков (фибри- 
отсутствие специфич- 


МИН. 
яянием различных 








пирогенов, а такуке кратковременность 
ности, большие индивидуальные различия в реакции на введение 

ратов, невозможность точного контроля терапевтического эффекта и т 
причиной того, что эта методика лечения тромбоэмболической ры 
оставлена. а ры 


В последнее время предприняты г $ 
А опытки лечения тромбозов и эм я 
р мб, 
при помощи инфузии плазмина (3, 7, 28, 32). Имеющисся в продаже Не 
цплазмина (Асгазе, Тьготбо1узл) оказались, а 


однако, смесью плазмина ист 
А уе ы 
киназы. Для того, чтобы получить желаем = 


ИыЫЙ терацевтический Эффект, доз 
оза 
вводимого фермента должна быть очень большой, так как анти плазминовае 


активность плазмы очень велика. Ввиду того, что протеолитическое действие 
плазмина не является специфическим только для фибрина, введение тера- 
цевтических доз перечисленных выше препаратов вызывает нежелательное 
разложение веществ, важных для свертывания крови, что в конце концов 
нриводит к развитию геморрагического диатеза. 

Недостаточный тромболитический эффект, который трудно предвидеть 
и регулировать как при применении препаратов, освобождающих эндогенный 
активатор плазминогена, так и самого плазмина, склонил ученых к поискам 
более надежных и легче регулируемых субстанций, непосредственно активи- 
рующих плазминоген. "Такой субстанцией оказалась стрептокиназа (1, 12, 13, 
14, 17, 21, 27). Путем постоянной инфузии этого фермента удалось добиться 
терапевтического уровня этого активатора плазминогена в крови. Ввиду того, 
что тромболитический эффект зависит прежде всего от количества актива- 
тора, проникающего внутрь сгустка, вначале казалось, что этот способ тром- 
болитической терапии будет эффективным. Кроме того, регуляция терапевти- 
ческого эффекта при этом способе лечения была бы более легкой. Однако 
практика цоказала, что пригодность этого способа тромболитического лечения 
не так велика. После инфузии стрептокиназы отмечались сильные темцера- 
турные реакции, а также симптомы геморрагического диатеза. Последние, 
правда, можно было ликвидировать введением кортикоидов. Однако не 
удалось полностью избежать цирогенных реакций, которые являлись результа- 
том загрязнения стрептокиназы. Кроме того стрептокиназа, являясь белковой 
субстанцией, вызывает образование антител, что может иметь значение при 
необходимости повторения тромболитической терапии. 

Ббльшие шансы, чем стрептокиназа, вероятно имеет другой активатор 
плазминогена, иммунологически неактивная уреаза, выделенная из мочи. 
Однако изучение этого препарата еще не вышло за стены экспериментальных 
ентров (25). 
р ры соевые. еще о другом средстве, активирующем етой 
полученном из определенного штамма АзретеШиу отузае и называемом = —- 
лин О. Механизм действия его, однако, изучен недостаточно (22). . 62 
щего времени не имеется клинических данных об эффективности э 

ества при тромбоэмболиях. 6 
т дне тромболитическое лечение еще очень оо во ве 
с определенными опасностями. Поиски непирогенных и р еевений 
неактивных активаторов плазминогена, а также точных метод. Е 
и контроля достигнутого терапевтического эффекта продолжаются. 


усиленной тромболитической актив 


была 
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3: 

м- ДРУГИЕ ПРОТЕОЛИТИЧЕСКИЕ ФЕРМЕНТЫ 

г Коллагеназа (клостридиопептидаза А), фермент бактериального происхож- 
КО 


дения, обладает особенно сильным протеолитическим действием по отношению 
К коллагеновым волокнам соединительной ткани. Некоторые авторы реко- 
мендуют применять ее при лечении ожогов. 

Также препарат ‚,Цебрицин“, лиофилизированная протеаза из Фигового 
дерева, специфически растворяет денатурированные коллагеновые волокна 
и Фибрин. Имеются сообщения о положительных результатах применения 
Этого препарата для очищения ран (1, 2). 

Папаин С). протеолитический фермент растительного р 
(из самса Рарауа) введен для лечения некротических ран еще в проип 


и имеются 
р В настоящее время папаин уже не применяется с этой т ритфесоЕ- 
[ | сообщения об эффективности его в борьбе с гельминтозами ‘льтаты получены 
х | 65, охуита четтисшат, илерит5 пчела). Наилучшие резу. 


ы азина. 
при одновременном применении солей магния и пипер 
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ДЕЗОКСИРИБОНУКЛЕАЗА ротеиды 
б ‹леоц 
зоксирибонукл 
; Дезоксирибонуклеаза (дорназа) деполимеризует 2 получаемой из культур 
до мононуклеотидов Наряду. со стрецтодорна а получаемый из в 
Стрептококков, в терапии используется также феР ется В ве 
Желудочной железы. Терапевтическое де . Б аж: 
НУклеопротеидов, входящих в состав О Висо а 
| Наступает разжижение густого, а особенно = фермент по 
“Го удаление. На слизистое отделяемое эт 
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ы ях. Способно, 
дорназы, принятой парэнтерально, проникать в мочу, обность 


денная внутривенно, дорназа может оказать услу 
легких. Этот фермент применяется также субм 

Имеются сообщения о положительных резул 
и рибонуклеазы при эксцериментальных новообразованиях У животных 
Производятся клинические исследования возможности : 
ферментов для лечения лейкозов (1, 2). 

Дорназа не обладает токсически 


м побочным действием, 
также слизистых оболочек. Оцисан 
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СТРЕПТОКИНАЗА И СТРЕПТОДОРНАЗА 


Стрептокиназа является ферментом, продуцируемым стрептококками. 
Те же самые микробы вырабатывают дезоксирибонуклеазу, называемую 
стрептодорназой. Стрептокиназа является одним из лучше всего изученных 
активаторов плазминогена (смотри главу о плазмине). В результате активации 
плазминоген цереходит в сильный протеолитический фермент, называемый пла- 
змином. Последний обладает способностью растворять фибринную сетку 
сгустка крови. Из этого вытекает, что фибрино- и тромболитическое дей- 
ствие стрептокиназы является косвенным. } 

Стрептодорназа является Дезоксирибонуклеазой, сходной по своему дей- 
ствию с ферментом того же названия, продуцируемым поджелудочной же- 
лезой. Эти обе дезоксирибонуклеазы обладают сходными биохимическими 
свойствами, однако различны с точки зрения иммунологии. Стрецтодорназа 
деполимеризует дезоксирибонуклеиновые кислоты, но только в тех случаях, 
когда эти кислоты окажутся за пределами клетки. Этот фермент не действует 
на дезоксирибонуклеиновые кислоты неповрежденных клеток. о 

Вопрос применения стрептокиназы в терации у людей рассмотрен в гл _ 
о плазмине. Кроме тромбоэмболических заболеваний этот фермент не: 
меняется местно вместе со стрептодорназой для растворения гематом а - 
ной локализации. Основным показанием к применению этого а. 
ются осумкованные абсцессы. Этот фермент, деполимеризующий а 
бонуклеиновые кислоты распавших лейкоцитов, в значительно 
разжижает гной, облегчая его аспирацию и удаление. стрептодор- 

При местном (в полости тела) применении стрептокиназы или тноя через 
назы следует всегда помнить об удалении растворенной крови пен Если 
некоторое время (от нескольких до 20 часов) после введения рае ЕВ 
не придерживаться этого правила, то фермент и продукты ег 2 побочных 
всасываются в кровяное русло, что может привести к целому ряду 
симптомов. 
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ж, 

\ 

к \ 

в, © 

и Эти ферменты» введенные парэнтерально в хорошо оз 

мо, зывают образование специфических антител, наличие. очищенном виде, вы- 

ь ы ы л, на? о: 

И, на нет терапевтический эффект, особенно трептокиназ Торых может свести 

С венно © тромболитической целью. АЗЫ, ВВОДИМОЙ внутри- 

к : : 

хо Применение этих ферментов не лишено НобОЧного действия. О ра 

к в системе свертывания крови, наблюдаемых после применении строе `троиствах 

т речь была в главе о плазмине. ии стрептокиназы. 

ы ЕЕК КриМЕНСНИЮ Этих ферментов часто сопутствуют бо: 

ти повышение температуры, общая разбитость, а иногда даже симптомы в 
| : < зу. м мцтомы сосу- 

дИЗТОЙ о. Это скорее результат действия не самых ее 

ет а их загрязнения. Относительная частота проявления побочных СИМПТОМОВ 

‘Рен. при применении этих ферментов привела к тому, что они применяются все 

При. реже. Введение препаратов высокой степени чистоты и одновременно большой 

ты биологической активности возможно вернет этим ферментам положенное им 


место в терапии. 


ГИАЛУРОНАТ-ЛИАЗА 


ый Гиалуронидаза (гиалуронат-лиаза) является ферментом, деполимеризующим 

г мукополисахариды, которые в соединении с белками составляют межкле- 
- точную субстанцию. Под влиянием этого фермента увеличивается проницае- 
мость тканей и сосудистых стенок. Изменяется также способность связывания 
воды межклеточной соединительной тканью. 

Это действие гиалуронат-лиазы используется прежде всего в педиатрии при 
подкожных вливаниях. При применении гиалуронат-лиазы этим вливаниям 
т не сопутствует появление болезненных отеков, скорость всасывания введен- 
$ ных жидкостей значительно увеличивается. Эти вливания с усцехом могут 
ых заменить внутривенные. Они не связаны с опасностью образования тромбов 
ЦИН в просвете вен. 

[ла- Гиалуронат-диаза применяется также для облегчения всасывания лекарствен- 
тк ных препаратов, вводимых в виде подкожных и внутримышечных инъекций. 
ей: Кроме уменьшения болей, таким образом добиваются более быстрого ООВ 
кания препарата в сосудистое русло и тем самым более сильного еее 
ей- Применяя гиалуронат-диазу при местном и проводниковом анна 
] значительно сокращают время, необходимое для появления анестезии и у 

| дичивают область обезболивания. ИЕ 
в При обезболивании гиалуронат-лизза нашла особенно пр Ще 
х в окулистике. Таким образом можно избежать инфильтр и ускорить всасы- 
х жидкостью мьпиц глазного яблока, предотвратить отеки и У 
вание гематом. арингологии. 

Охотно применяют гиалуронат-диазу для ист не даже 

В исключительных случаях, при ивы ко вместе с гиалуронат-лиа- 
произвести урографию, вводя контрастное вещ 
Зой подкожно или внутримышечно. именяемые местно, под вВли- 

акже и лекарственные препараты» ы к месту своего действия, 
янием этого фермента быстрее а с воспалительных процессов 
например, в гинекологии, при лечении эроз о 
В шейке матки (4). золей, действуют более ет 
екарства, применяемые в ВИЛе 220 и менингитах этот Фер: 


-лиа: 

к сли их давать вместе с гиалуронат-ли биотиков. 
| антибио’ : 

используется для облегчения и отеков, особенно ето 

Е аи таве пение применение гиалуронат-лиазь 


‹ И кровоизлияний. Примером являет ‚ 








дкожных и внутри- 
- (1 и других, Этот 
свищей. При эмциемах положительные резул : Ане: - тНойНЫх 
применении препарата, когда еще не } 


в легких и сужений бронхов (2). „Расслабляющее“ действ 


воречивы 
мочекаменной 
ронат-лиазы при этой нозологи- 
идов мочи (3). Следует 
т-лиазы при склерозе 


Гиалуронат-лиаза обычно не дает побочных явлений. При более длительном 
применении в организме вырабатываются антитела, которые могут свести 
на нет ее действие. В качестве осложнения описаны аллергические симптомы 
которые появляются в результате сенсибилизации к ферменту, а также бурная 
генерализация гнойного процесса после применения этого фермента, даже 
до появления сепсиса с летальным исходом. 


ЛИТЕРАТУРА. 


1. Аизапа У. В., Сагйапа 9. 9.: М. Епё1. ]. Ме., 1952, 247, 755. —2. Вто 7., Саьтзв Т.: 
Зснуи. Меа. \/зсВг., 1955, 85, 774. — 3. Вин А. Х., Наизег В. А., Тата И.: Ргеззе МёЧ., 1952, 
60, 106. — 4. Со Н., Киавозра 7. Згаспошзка М.: СипекК. Рока, 1959, 30, 663. — 5. Дапые- 
2 ПУ., Вотой Р.: Ро]. Атсь. Меа. У/еутп., 1960, 30, 1185. 


ПЕНИЦИЛЛИНАЗА 


Пенициллиназу вырабатывают некоторые микробы (Езсйемсша сой, неко- 
торые штаммы стафилококков). Ее действие, инактивирующее пенициллин, 
заключается в гидролизе лактамового кольца. Полученный продукт не обла- 
дает антигенными свойствами пенициллина. Вначале ценицилдиназой пользо- 
вались в микробиологических лабораториях для гидролиза следов ценицилли- 
на в тканевых жидкостях, применяемых для разведения бактерий. Исследо- 
вания 1 уЙго показали, что под влиянием этого фермента пенициллин к 
зает из циркулирующей крови в течение 30—60 минут. Действие ке ии 
дозы пенициллина длится от 4 до 7 дней. Пенициллиназа —ееравиаонетьвия 
средством при лечении аллергических реакций на пенициллин. Не Боня 
симптомы в большинстве случаев исчезают в течение 24—48 час а 
быстрый эффект можно получить при одновременном применении гор 
коры надпочечников. ня 

ее после инъекции ценицилдиназы настуцает ея -  Паь 
В редких случаях наблюдается повышение поночродеуЗик ое пут 
в исключительных случаях могут появиться более “рез атразвениеи 
сибилизации к препарату. Не исключено, что они вы 

ермента. елью некото- 
Е ИННЫ попытки использования с комент жбятй ацетил- 
аня ес > разложения избытка мо- 
холинэстеразы, холинэстеразы и уреазы реныя ‚пни ферменты 
чевой кислоты, образующейся при лечении леийко . 
не нашли широкого клинического применения. 
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ИНГИБИТОРЫ АЦЕТИЛХОЛИН- И ХОЛИНЭСТЕРАЗЫ 


Давно известными ингибиторами этих ферментов являк 
стигмин. Эти алкалоиды действуют комцететивно по отношению к аце- 
тилхолину. Торможение ацетилхолинэстеразы клинически Понятие 
известно, симптомами ваготонии. Действие этих алкалоидов обратимо. 

В последние годы в продаже появился целый ряд сильно действующих 
инсектицидных црецаратов, которые являются эфирами фосфорной кислоты. 
Эти соединения, широко применяемые в борьбе с вредителями фруктовых 
деревьев, очень часто могут являться причиной случайного или умышленного 
отравления. Они входят в прочную связь с названными выше ферментами, 
что делает невозможным разложение ацетилхолина. Только систематический 
контроль активности холинэстеразы в крови у людей, имеющих профессио- 
нальный контакт с этими соединениями, может предохранить их от часто 
необратимых результатов отравления. 

Отравление ингибиторами холинэстеразы лечат при помощи атропина, 
артана, парпанита и тритидиона. В последние годы введен сильный антидот 
при отравлении эфирами фосфорной кислоты, называемый сокращенно 
Р.А.М. (йодоксим М метил-циколин-альдегида). Следует отметить что большое 
количество боевых отравляющих веществ относится к ингибиторам холин- 
эстеразы. 


отся Физостигмин 





ИНГИБИТОРЫ ПРОТЕОЛИТИЧЕСКИХ ФЕРМЕНТОВ 


Кроме частых в клинике тромбоэмболических болезней, характеризующихся 
усиленной свертываемостью крови, встречаются также противоположные 
состояния, чаще всего вызванные гицерплазминемией. Активация плазмино- 
гена разными, лучше или хуже изученными факторами, приводит к цоявлению 
сильно протеолитически действующего фермента — плазмина, разлагающего 
фибриноген и другие факторы свертывания крови. В результате дело доходит 
до резкого снижения свертываемости крови, что является частой причиной 
обескровливания больных. Такие состояния особенно часто наблюдаются 
после операций на матке, предстательной железе, печени, поджелудочной 
железе и легких. 

В последнее время появились препараты, эффективно тормозящие а 
ность плазмина. К ним относится г-аминокапроновая кислота, а также и 
цептид, полученный из ткани поджелудочной железы, который в продаж 
называется фактором Капих и Моибтор (арго). Вир. 
г-аминокапроновая кислота является синтетическим ов, 
зящим активацию плазминогена в плазмин под о абннай ибри 
как стрептокиназа и уреаза. Она тормозит также ть ИИ аижноЕ 
нолитической системы, вызванную а вероятно и плазмин (4). 


кислоты. В более высоких концентрациях тор 8 г в сутки внутривенно) 

Этот препарат, вводимый в больших дозах (до оне рационную крово- 
больным после простатэктомии, уменьшает в 4 раза по еазы, которая у этой 
потерю. Происходит это в результы мечет кровотечениям из раны. 
группы послеоперационных больных ©посо ству. сптидом с молекулярной 

Фактор Кипих и Момбтор является Е ‘он связан с трипсином 
массой примерно 6000. В поджелудочной не заключается в отщеп- 
ихимотрицсином. Активация этих ферментов а тормозит не только актив- 
лении названного выше фактора. Ингибитор = Отавдя и применение его 
ность плазмина, по также трипсина и ке энзинемии, встречаемой при 
при гиперцлазминемии (2, 3, 5), как и при гинеР 


актив- 
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< м - 


острых цанкреатитах. При этих‘ последних он вероятно является 
вом выбора. 
В ‚настоящее время еще точно не известно, в какой стенени ингибит 
Кипих сходен с трасилолом (Вауег) (1). Последний является очень  СИЛЬНЬ, 
м 


т Ферментной 
: Возможно, 
ИМИ и Теми же 


лекарст. 


что имеющийся в продаже трасилол и инипрол являются одн 
субстанциями. 
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ИНГИБИТОРЫ КАРБОАНГИДРАЗЫ 


Карбоангидраза является ферментом с молекулярной массой примерно 
30000, содержащим в своей молекуле цинк. Главной задачей этого фермента 
в организме является катализ реакции связывания СО, в тканях и выделение 
СО, в легких. В почках этот фермент играет основную роль в процессе реаб- 
сорбции натрия в почечных канальцах. Роль этого фермента в продукции 
желудочной кислотности и в удалении бикарбонатов с панкреатическим соком 
окончательно не изучена. Также мало изучено значение карбоангидразы в ре- 
гуляции возбудимости центральной нервной системы. 

Карбоангидраза катализирует следующую реакцию: 


СО,-+Н.О = Н,СО, = Н++НСО 


В зависимости от условий среды равновесие может быть смещено в ту или 
другую сторону. 

Сильными ингибиторами этого фермента оказались субстанции, обладающие 
свободной сульфамидной группой. К наиболее сильным ингибиторам, одновре- 
менно почти полностью лишенным токсического действия (если их принять 
в терапевтических дозах) относится ацетазоламид (диамокс, диурамид). Это 
соединение, хотя и является сульфонамидом, не обладает противобактериаль- 
ными свойствами. Механизм его действия на уровне почек представлен на 
схеме, приведенной в главе о ферментологии почек. Это соединение, тормозя 
образование Н.СО. и следовательно ионов Н*и НСО. ‚› делает невозможным 
замену водородного иона на натрий, содержащийся в канальцевой жидкости. 
Одновременно уменьшается образование аммиака, что вытекает из другой 
схемы, приведенной в той же главе, которая представляет выделение этого 
соединения с мочой. Расстройство резорбции натрия приводит к увеличению 
диуреза (осмотический диурез). Моча, в результате усиленного ое 
дифосфатов и бикарбоната натрия, алкализируется, а в крови ран 
концентрация водородных ионов, что приводит к метаболическому т 
Этот последний является антагонистом диуретического действия т о. 
исчерпывая таким образом диуретические свойства этого соединения. = 
соединение не оказывает практически никакого влияния на выделение ио г 
хлора и кальция, аминокислот и глюкозы (у диабетиков). Заслуживает тре г 
ния также калиурическое действие диамокса. Оно может быть в 
самого процесса ацидоза, или же реактивного увеличения секреции альд 
рона (физиологическая реакция организма на потерю натрия). 
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их пор не нашли широкого применения при 


и, так как необходимые те 
дозы оказались высоко токсическими. д рацевтические 


В отличие от всеобщего мнения о неэффективности ингибиторов кар- 
боангидразы в терации язвенной болезнии Саи и бсбгеег (1), давая диамокс 
125 больным с язвенной болезнью, наблюдали преимущественно хорошую 
переносимость и улучшение в большой части случаев, несмотря на обнару- 
жение хронического метаболического ацидоза У всех больных. 


ЛИТЕРАТУРА 
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ИНГИБИТОРЫ МОНОАМИНОКСИДАЗЫ (МАО) 


Аминоксидаза является сложным ферментным комплексом, широко рас- 
пространенным в организме. Ей приписывается важная роль в организме 
здорового и больного человека. Этот фермент тесно связан с обменом адре- 
налина, норадреналина и серотонина. 

Исследование субстанций, тормозящих активность этого фермента, началось 
после введения в терапию ипрониазида. Замечено, что этот туберкулостатик 
и ингибитор МАО отличается возбуждающим действием на центральную 
нервную систему. Вскоре число известных ингибиторов МАО резко увели- 
чилось. Среди них следует назвать указанный уже выше кнмисытена терсавид 

я 2 оил-гидразин), марплан (1-бензил-2-/5-метил-3-изоксазолил- 
[обавао я стерАя -фенетил-гидразин), ниаламид (1-/2-бен- 
= г азин), катрон (&-метил 

ибони же а] 2-изоникотиноил-гидразин) и нардил. 
зил-карбамил/-этил/-^- 


8 одчеркнуть, что ни 
ойства (8 7). Следует цщ 
Фармакологические св о времени ингибиторов МАО не тормозит этого 


один из известных до нее возникает сомнение, является ли их тера- 
фермента избирательно. СТС ения МАО, или же результатом влия- 
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систему, особенно заметное в психомоторной сфере. Однако очень часто этот 
эффект проявляется лишь после нескольких дней бессимцтомного течения. 
Следует подчеркнуть также симпатиколитический эффект (ортостатическая 
гипотония, исчезновение потливости рук, увеличение температуры конеч- 
ностей, расстройства мочеотделения) а также синергическое действие 
по отношению к анестезирующим средствам, барбитуратам, кортикоидам, 
ганглиоплегикам, морфину, атропину и противмалярийным средствам, при- 
меняемым при ревматических заболеваниях. Хлоротиазид и гидрохлоротиазид 
усиливают антидепрессивное и гипотензионное действие ингибиторов МАО. 

Клинические показания к применению ингибиторов МАО. Наи- 

более широко распространено применение ингибиторов МАО при стенокардии 
(4, 6, 7, 8, 9). Хотя результаты разных авторов очень различны (некоторые 
считают, что эти препараты не имеют никакого терацевтического значения 
1,3, 5), нам кажется, что в определенном проценте случаев при лечении этими 
лекарственными веществами можно достигнуть положительного терацевти- 
ческого эффекта. Однако применение ингибиторов МАО у больных со стено- 
кардией таит в себе большие опасности. Во-первых эти лекарства, усиливая 
цсихомоторную активность (что в данной группе больных по крайней мере 
нежелательно), углубляют вторичную гипоксию сердечной мышцы и могут 
даже спровоцировать появление инфаркта миокарда. Такой инфаркт тем 
более опасен, что может протекать безболезненно, так как ингибиторы МАО 
уменьшают интенсивность венечных болей. Кроме того эти лекарства, по 
крайней мере некоторые из них, повышая активность трансаминазы в сыво- 
ротке крови (7), могут увеличить диагностические трудности у тех больных, 
У которых кроме повышения активности трансаминазы другие клинические 
симптомы инфаркта отсутствуют. Увеличение активности трансаминаз в сы- 
воротке вероятно является результатом токсического действия этих препа- 
ратов на печень. 

Кроме кардиологии ингибиторы МАО применяют вместе с другими лекарст- 
венными веществами там, где основным патологическим симптомом является 
боль. Описано положительное действие этих ингибиторов при лечении ревма- 
тических болей, опухолевых, родовых, послеоцерационных и так далее, при 
сочетании лечения с другими аналгетиками (8, 9). Кроме аналгетического 
действия ингибиторы МАО обладают выраженным психотроцным действием. 
В неврологической и психиатрической литературе имеются сообщения о поло- 
жительном действии их при депрессивных состояниях (эндогенных и реактив- 
ных) (2, 8). Третьей областью их действия являются аллергические заболе- 
вания, такие как: дехтайиз аЙететса, азйта Фтопсе аЙеттсит и так далее (8). 
Известны также положительные результаты применения этих средств при 
различных других дерматозах. 

Наконец, напомним еще о местном применении ингибиторов МАО при 
трофических и послеожоговых изъязвлениях, и язвенном колите (8). 

Симптомы побочного действия: кроме указанных выше симцатиколити- 
ческих симптомов, ингибиторы МАО обладают также токсическим действием 
на некоторые паренхиматозные органы, особенно на печень и на гемопоэти- 
ческую систему. 

Наши сведения об ингибиторах МАО еще неполны. Будущее покажет, 
какое место эти препараты займут в повседневной клинической практике. 
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ИНГИБИТОРЫ КОФЕРМЕНТА А 


Среди изученных до настоящего времени ингибиторов кофермента А только 
немногие нашли применение в клинической терапии. К ним относятся прежде 
всего &-фенилмасляная кислота и ее амид (гипостерол, артосклерол) (2). Эта 
субстанция, при длительном ее применении, снижает уровень холестерина 
в крови у людей и животных, причем падение это тем больше, чем более 
высокой была исходная концентрация холестерина. До сих пор не выяснено, 
на каком уровне синтеза холестерина вмешивается этот ингибитор, и принимает 
ли кофермент А участие в синтезе холестерина в этой стадии. Как известно, 
кофермент А занимает центральное положение в промежуточном обмене 
жиров, углеводов и белков (3). При длительном применении гипостерола 
обнаружено лишь снижение уровня холестерина, что свидетельствует также 
об избирательном действии этого соединения на холестериногенез. Интересное 
наблюдение приводят Маза!з Е и Муеда! Ка (1). Через несколько дней приме- 
нения а-фенидмасляной кислоты отмечается падение выделения с мочой 
17-гидроксистероидов, причем выделение 17-кетостероидов не изменяется. 
Это наблюдение могло бы свидетельствовать о вмешательстве этого соединения 
в кортикоидогенез, исходящий из уксусной кислоты или холестерина. Нельзя 
также не отметить того факта, что другие авторы не отмечали действия этой 
субстанции на обмен холестерина (2). Ингибиторы кофермента А, инакти- 
вирующие сульфгидрильную группу цистеамина (цистеамин входит в состав 
кофермента А), не нашли практического применения. 


ЛИТЕРАТУРА 


1. Маабя №., Медаа В.: Ро]. Туз. Г.еК., 1961, 16, 861. —2. Зиртеюз 9.: Ро. Туз. 
Гек., 1960, 15, 844. —3. ела О.: 7зсьг. Е. Уи.-Ногиа.-Еегтепе-®гзсВиле. 1957/58, 9, 258. 


ЦИТОХРОМ С 


Из 6 цитохромов, имеющихся в организме людей и животных, до настоящего 
времени удалось получить в кристаллическом виде только цитохром С. Это 
низкомолекулярный белок с молекулярной массой примерно 13000. Анти- 
генными свойствами он не обладает. 

Производились попытки применять цитохром С при различных состояниях 
гипоксии. В начальном периоде изучения этого цитохрома как эксперимен- 
тальные работы на животных, так и клинические наблюдения казалось бы 
свидетельствовали о том, что цитохром обладает существенным терацевти- 
ческим действием при некоторых заболеваниях. В последнее время все чаще 
раздаются критические голоса, отказывающие ему это первоначально при- 
цписываемое значение. В клинике пробовали применять цитохром при многих 
заболеваниях: при декомпенсированных пороках сердца, перикардитах, 
коронарной недостаточности, коллапсах, эмфиземе легких, ких 
окисью углерода и барбитуратами, детепиа агретозетойса. Отдельные сообще- 
ния касаются: перемежающейся хромоты, прогрессивной мышечной атрофии, 
латерального амитрофического склероза, „туаз ета втал5". В отдельных о 
чаях разные авторы получили противоречивые результаты, или же ыы . 
денные ими данные о благоприятном влиянии препарата недостаточно у. 
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кументированы. При экспериментальном отравлении СО и при одновременном 
введении цитохрома С обнаружен рост дыхательного обмена, атакже отсутствие 
падения щелочного резерва крови. Терапевтическое действие препарата, как 
нам кажется, сомнительно. 

Также первоначальные наблюдения, указывавшие на то, что цитохром С, 
введенный внутривенно, проникает в клетки, не подтвердились при примене- 
нии радиоактивных изотопов. Лишь при повреждении клеточных оболочек 
онв ограниченном количестве может проникать внутрь их. 

Цитохром С не обладает побочным действием. Лишь в исключительных 
случаях можно встретиться с повышенной чувствительностью к нему. 
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Ферментология осложненной беременности. , 
Различные ферменты в пуповинной крови....... 
РОУ БЕ, ды оо емер бели са аыевы 


Врожденные ферментопатии — Доц. др. мед. тать а. : 


ОИ обмен а а есь. 
Расстройства обмена фенилаланина и тирозина 
ОД ДУ а. 


| О ЕВЕ ИДО В В ва 
Почечная глюкозурия ........... 


ВУИ о ока Е 
ИОНЫ... 
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Пете БО ВИС 


Акаталазия орка о ЕН 


В. 


Ферментотерапия — 
Введение 
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Другие протеолитические ферменты 
Литература . 





С 475 
Дезоксирибонуклеаза 475 

Литература . ме 476 

) Стрептокиназа и стрептодорназа . 476 

! Гиалуронат — лиаза 477 

) Литература. 478 
Пенициллиназа . оно о. 
Ингибиторы ацетилхолин- и холинэстеразы „о. осо Ни с. 

$ Ингибиторы протеолитических ферментов. ..... бол. ее. И 

9 Литература . ооо а пя 

9 Ингибиторы карбоангидразы. „съел о 480 

| Литература. оон ло ны 

й Ингибиторы моноаминоксидазы (МАО)... ооо ле ааа 

В Литература ооо иль 

у Ингибиторы кофермента А... 1, р в. 5483 

ь Литература . оо у м а О ЕО 

ы Цитохром С ;... зо ооо о 
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